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 O óxido nítrico (NO) é um radical livre, desprovido de carga, de tamanho 
pequeno, lipofílico que se difunde livremente no meio biológico atravessando a maioria 
das barreiras fisiológicas e realizando a comunicação entre as células. O NO está 
envolvido em diversos processos biológicos importantes presentes nas células de 
mamíferos, como a vasodilatação, a toxicidade mediada pelos macrófagos, a atividade 
antitumoral e a cicatrização cutânea. Em células vegetais, o NO está envolvido na 
germinação de sementes, na resistência contra estresses abióticos e bióticos e na 
senescência foliar. O NO, em meio biológico, apresenta uma meia-vida de 1-5 s, logo, 
para tornar viável seu uso terapêutico, é necessário utilizar moléculas capazes de 
aumentar essa meia vida. Para isso, foram utilizados os S-nitrosotióis (RSNOs), que são 
uma classe de doadores de NO formados pela nitrosação de moléculas contendo grupos 
tiol, que liberam NO, quando decompostos espontaneamente. Existe um grande interesse 
no desenvolvimento de materiais carregadores e liberadores de NO, pois estes podem ser 
utilizados em diversas aplicações biomédicas e também agrícolas. A combinação da 
nanotecnologia com RSNOs é uma estratégia que vem sendo utilizada para viabilizar o 
uso terapêutico do NO. Portanto, este estudo avaliou a síntese e caracterização de 
nanopartículas a base de quitosana e hidrogéis aquosos de Pluronic F-127 (PL) contendo 
RSNOs e seu potencial em aplicações biomédicas e agrícolas. As nanopartículas de 
quitosana foram sintetizadas por meio de gelificação ionotrópica utilizando como contra 
íon o tripolifosfato de sódio (TPP), com isso, obtiveram-se nanopartículas de quitosana 
(CS NPs) com tamanho ca. 100,70 ± 0,20 nm avaliadas por meio de espalhamento de luz 
dinâmico (DLS) e estático (SLS). As CS NPs apresentaram potencial zeta positivo, igual 
a +19,6 ± 0,5 mV, moderada polidispersividade de 0,27 ± 0,03 e também incorporaram 
com alta eficiência (maior do que 98%) os RSNOs, S-nitroso-ácido mercaptosuccínico 
(S-nitroso-MSA) e S-nitrosoglutationa (GSNO). Em seguida, as CS NPs foram 
incorporadas em hidrogéis aquosos de Pluronic-F127, pois trata-se de um semissólido à 
temperatura fisiológica que viabiliza a aplicação tópica desse material. Ainda, 
experimentos ex vivo demostraram que o NO liberado a partir da CS NPs permeia a pele 
humana e aumenta os estoques de NO na epiderme. Os ensaios de citotoxicidade 
mostraram que as CS NPs não causam toxicidade significativa para célula saudável 
(Melan-A), porém apresentam toxicidade em células tumorais (B16F10, K562, HepG2, 
Lucena-1). Em plantas de milho (Zea Mays) e de cana de açúcar (Saccharum spp) 
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observou-se que a aplicação de doadores de NO ajuda a mitigar os efeitos causados pelo 
estresse abiótico de alta salinidade e que os doadores de NO encapsulados em CS NPs 
apresentam efeitos mais acentuados e uma liberação de NO in vivo mais sustentada. Com 
isso, as CS NPs são um veículo promissor para aplicações biomédicas e agrícolas, com 
destaque para o uso dermatológico e na resistência contra estresse abiótico.  
 
Palavras-chave: Óxido nítrico, Nanopartículas de quitosana, S-nitrosotióis, Pluronic F-





Nitric oxide (NO) is a lipophilic uncharged free radical with small size. These 
features, help NO to diffuse in biological medium by crossing physiological barriers and 
communicating with cells. NO is involved in several important physiological processes 
in mammal cells, such as, vasodilation, macrophage toxicity, antitumoral activity and 
wound healing. In plant cells, NO is involved in seed germination, resistance to abiotic 
and biotic stress and leaf senescence. In biological medium, NO has a half-life of 1-5 s, 
then, therapeutical application of NO requires molecules capable of increasing its half-
life. The S-nitrosothiols (RSNOs) are a class of NO donors formed by the nitrosation of 
thiol-containing molecules. In addition, the RSNOs are spontaneously decomposed and 
release the NO, what increases the NO half-life. There is a great interest in developing 
materials capable of carry and release the NO to apply in biomedical and agricultural 
fields. The nanotechnology and RSNOs combined are a strategy to delivery NO and 
achieve its therapeutical application. In this study, chitosan nanoparticles (CS NPs) and 
hidrogel of Pluronic F-127 (PL) containing RSNOs were synthesized and characterized 
to evaluated their potential in biomedical and agricultural applications. The CS NPs were 
synthesized through ionotropic gelation using sodium tripolyphosphate (TPP) as counter-
ion, thus, the chitosan nanoparticles (CS NPs) obtained has size of ca. 100.0 ± 0.2 nm, 
measured by dynamic and static light scattering (DLS and SLS). The CS NPs has positive 
zeta potential of +19.6 ± 0.5 mV, moderate polydispersity of 0.27 ± 0.03, and the CS NPs 
also incorporated with high efficiency (greater than 98%) the RSNOs, S-nitroso-
mercaptosuccinic acid (S-nitroso-MSA) and S-nitrosoglutathione (GSNO). Sequentially, 
the CS NPs were incorporated into PL hydrogel, in order to formulate a semisolid material 
in physiological temperature which is desired for a topical application. In addition, ex 
vivo experiments showed that NO released from CS NPs can permeate the human skin 
and increase the NO stores in epidermis. Regarding the safety of the CS NPs, cytotoxicity 
essays were performed. The CS NPs do not cause significant toxicity to healthy cell line 
(Melan-A) and, in contrast the CS NPs cause toxicity in tumoral cell lines (B16F10, K562, 
HepG2, Lucena-1). The application of NO donors in corn plants (Zea Mays) and 
sugarcane (Saccharum spp) helped to mitigate the abiotic stress effects of high salinity 
and NO donors encapsulated in CS NPs have shown more pronounced effects and a 
sustainable NO release in vivo. Taken all together, the CS NPs are an interesting vehicle 
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for biomedical and agriculture applications, highlighting dermatological usage and 
resistance against abiotic stress.  
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Figura 1: Experimento histórico que demonstrou pela primeira vez a existência do fator 
de relaxamento derivado do endotélio (EDFR). (A) A camada de endotélio (quadrados 
rosas) está adjacente ao tecido muscular liso (círculos vermelhos), a aplicação de 
noradrenalina (NA) induz a contração muscular e a adição de acetilcolina (ACh) induz o 
relaxamento em (B) observamos que a camada de tecido endotelial é removida, logo, a 
NA induz a contração muscular, porém a ACh não é capaz de induzir o relaxamento.  
 
Figura 2: Esquema ilustrando as ações biológicas do óxido nítrico (NO) em mamíferos.  
 
Figura 3: Transporte intracelular de L-arginina por meio do transportador de 
aminoácidos catiônico 1 (CAT-1). Uma vez no citosol celular a L-arginina é oxidada 
formando o NO. Essa reação pode ser limitada pela dimetilarginina assimétrica (ADMA) 
e pelo pool de L-arginina formando dentro da célula.  
 
Figura 4: Representação esquemática das ações biológicas do NO em plantas.  
 
Figura 5: Representação esquemática das moléculas tioladas (RSHs), os quais são 
nitrosados pelo HNO2, formando os S-nitrosotióis (RSNOs). (A) A glutationa (GSH) é 
nitrosada formando a S-nitrosoglutationa (GSNO) e (B) o ácido mercaptosuccínico (MSA) 
é nitrosado formando o S-nitroso-MSA 
 
Figura 6: Esquema das camadas da pele e das vias de penetração. Os quadrados rosa 
ilustram os corneócitos que compõe o stratum corneum da camada da epiderme, na 
camada da derme observam-se os vasos sanguíneos e os vasos linfáticos e no tecido 
subcutâneo observam-se as glândulas sebáceas e os folículos capilares.  
 
Figura 7: Esquema dos principais componentes da célula de difusão vertical. 
 
Figura 8: (A) Estrutura do monômero da quitosana; (B) Método de preparo das 
nanopartículas de quitosana e tripolifosfato (CS) envolvem a gelificação ionotrópica. As 
moléculas tioladas (SHs) são adicionadas durante a síntese para serem encorporadas. 
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Figura 9: Ilustração esquemática do crosslink entre a molécula de quitosana (CS) e de 
tripolifosfato (TPP). As linhas tracejadas em vermelho indicam as reações que ocorrem 
entre os grupamentos funcionais das moléculas.  
 
Figura 10: (A) Estrutura do copolímero em bloco Pluronic e (B) esquema ilustrando a 
gelificação reversível do Pluronic, ao início pode-se observar os unímeros do polímero 
que a medida que a temperatura aumenta, formam micelas. Quando a temperatura excede 
a temperatura de gelificação (Tgel) as micelas se auto organizam formando a estrutura do 
hidrogel aquoso.  
 
Figura I.1: Esquema da síntese da GSNO livre utilizada como controle. 
 
Figura I.2: Esquema ilustrando a incorporação de doadores de NO livres ou 
encapsulados em hidrogel de Pluronic F-127 (PL). Em (A) observa-se a incorporação de 
GSH ou GSNO livres (bolas vermelhas) em hidrogel de PL (bolas azuis) resultando numa 
concentração final de GSH ou GSNO livres iguais a 10 mmol˙L-1 e concentração final de 
PL igual a 30% m/v. Em (B) observa-se a incorporação de CS NPs e GSNO-CS NPs 
(triângulos vermelhos) em hidrogel de PL contendo GSH ou GSNO resultando na 
concentração final de GSH ou GSNO livres iguais a 10 mmol˙L-1, de GSH ou GSNO 
incorporadas em CS NPs iguais a 0,8 mmol˙L-1 e de PL igual a 30% m/v. A proporção de 
CS NPs ou GSNO-CS NPs em relação ao PL foi igual a 8,3 % v/v.  
 
Figura I.3: Espectros de absorbância da nanopartícula contendo o precursor do doador 
de NO (CS NPs), linha preta, e da nanopartícula contendo o doador de NO (GSNO-CS 
NPs), linha vermelha. Ambas as amostras estão na região de 500-600 nm, o que 
compreende o comprimento de onda utilizado nos ensaios cinéticos (545 nm).  
 
Figura I.4: (A) Medidas de espalhamento de luz dinâmico (DLS) de CS NPs, a correlação 
temporal (círculos pretos) e a distribuição de tempo de relaxação (círculos vazios) e (B) 
Medidas de espalhamento de luz estático (SLS) relacionadas a obtenção do RG das GSH-





Figura I.5: Análises reológicas dos grupos PL, PL/GSH, e PL/GSH-GSH-CS NPs, sendo 
em (A) os módulos de elasticidade (G') e viscosidade (G''), em função da temperatura 
com o valor de frequência fixados em 1.0 Hz (n=2) e em (B) o espectro mecânico, com 
os módulos G' e G'', em função da frequência com o valor de temperatura fixado em 
32,5ºC (n=2). O desvio padrão foi menor do que 10%, e as barras de erros foram omitidas 
para manter a clareza do gráfico. 
 
Figura I.6: Cinéticas de liberação de NO a partir dos grupos GSNO, GSNO-CS NPs, 
PL/GSNO e PL/GSNO-NPs. A concentração de GSNO inicial em todos os grupos 
experimentais foi igual a 50 mmol·L-1. Cada ponto representa a média de três 
experimentos independentes e a barra o respectivo desvio padrão.  
 
Figura I.7: Liberação in vitro da GSNO íntegra a partir das matrizes poliméricas 
estudadas, GSNO, GSNO-CS NPs, PL/GSNO e PL/GSNO-NPs. Cada ponto representa 
a média de três experimentos independentes e a barra o respectivo desvio padrão. 
 
Figura II.1: Risco de doença cardiovascular vs latitude. (A) Risco relativo de doença 
cardiovascular em função da latitude, adaptado de Law e Morris, 1998 e (B) pressão 
sanguínea sistólica em função dos graus de latitude, adaptação de Weller, 2016. A seta de 
duas pontas vermelha indica a diferença entre o menor e o maior grau de latitude. 
 
Figura II.2: Representação esquemática da ação da radiação solar nos estoques de NO 
na pele humana e seus efeitos benéficos no sistema cardiovascular. Os quadrados rosas 
representam a pele humana.   
 
Figura II.3: Preparação das secções da pele utilizadas nos experimentos ex vivo, sendo 
que cada secção é circular com 1 cm de diâmetro.  
 
Figura II.4: Aplicação da solução contendo o DAF-2DA nas secções de pele.  
 
Figura II.5: Imagens obtidas por meio de microscopia de força atômica (MFA), sendo 
que os painéis (A, C) mostram a topografia e (B, D) contraste de fase da GSH-CS NPs 




Figura II.6: Permeação de NO através da pele humana ex vivo após o tratamento com 
GSNO-CS NPs (GSNO concentração de 100 mmol∙L-1) por 6 h, seguido de 20 min de 
irradiação UV (290 nm), comparado com a condição no escuro. Intensidade de 
florescência média (UA, unidade arbitrarias) de acordo com a presença de NO na 
epiderme das secções de pele (n = 6) de: (i) pele sem tratamento no escuro; (ii) pele pré-
tratada com GSH-CS NPs no escuro; (iii) pele pré-tratada com GSNO-CS NPs no escuro; 
(iv) pele sem tratamento exposta a irradiação UV por 20 min; (v) pele pré-tratada com 
GSH-CS NPs exposta a irradiação UV por 20 min e (vi) pele pré-tratada com GSNO-CS 
NPs exposta a irradiação UV por 20 min . * P < 0.05 (Adaptado de Pelegrino et al. 2017). 
 
Figura II.7: Análise imunohistoquímica da presença de s-nitrosoproteína na cama da 
epiderme das secções de pele ex vivo. A coluna preta é o grupo controle, a pele não tratada 
no escuro, e a coluna vermelha é o grupo da pele pré-tratada com GSNO-CS NPs por 6 h 
e mantido na condição no escuro.   
 
Figura III.1: Medidas do DLS em função do tempo para a MSA-CS NPs em suspensão 
de água e SBF após 2, 4 e 24 h da preparação. (A) Raio hidrodinâmico médio (RH, nm), 
(B) PDI e (C) potencial zeta (Adaptado de Pelegrino et al. 2017)  
 
Figura III.2: Microscopia eletrônica de varredura (MEV) da MSA-CS NPs, observam-
se os aumentos de x30 000 (A) e x50 000 (B) (Adaptado de Pelegrino et al. 2017). 
 
Figura III.3: Citotoxicidade seletiva e específica do tratamento com S-nitroso-MSA-CS 
NPs em células tumorais. (A) Citotoxicidade do tratamento S-nitros-MSA-CS NPs em 
linhagens celulares de melanoma (B16F10) comparado com células saudáveis de 
melanócitos (Melan– A), (B) curvas de dose-resposta das linhagens K562, HepG2 e 
Lucena-1 tratadas com S-nitroso-MSA-CS NPs e (C) comparação entre a citotoxicidade 
observada do tratamento com S-nitroso-MSA CS NPs e com o CS NPs nas linhagens 
celulares K562, HepG2 e Lucena-1 (Adaptado de Pelegrino et al. 2017)  
 
Figura IV.1: Sintomas visuais de plantas de milho sob efeito de estresse abiótico 
(salinidade) e seus respectivos tratamentos com soluções de S-nitroso-MSA-CS NPs 
(0,05 e 0,1 mmol·L-1) e S-nitroso-MSA livre (0,05 e 0,1 mmol·L-1). A: Controle; B: Sal 
(NaCl); C: NaCl + S-nitroso-MSA 0,05 mmol·L-1; D: NaCl +  S-nitroso-MSA 0,1 
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mmol·L-1; E: NaCl + S-nitroso-MSA-CS NPs 0,05 mmol·L-1; f: NaCl + S-nitroso-MSA-
CS NPs 0,1 mmol·L-1 (Adaptado de Oliveira et al. 2016). 
 
Figura IV.2: Análise comparativa do conteúdo foliar das plantas de milho, observa-se 
em (A) o conteúdo de RSNOs (µmol·g-1) e em (B) o conteúdo de nitrito (NaNO2) 
(µmol·g-1) após os seguintes tratamentos: controle, planta irrigada com água (azul), 
estresse salino causado pela irrigação com NaCl (preto), NaCl + S-nitroso-MSA (0,05 
mmol·L-1) (verde), NaCl + S-nitroso-MSA-CS NPs (0,05 mmol·L-1) (vermelho), NaCl + 
S-nitroso-MSA (0,1 mmol·L-1) (verde tracejado) e NaCl + S-nitroso-MSA-CS NPs (0,1 
mmol·L-1) (vermelho tracejado). Em (B) não se observou a presença de NaNO2 no grupo 
NaCl + S-nitroso-MSA (0,1 mmol·L-1). Os resultados são expressos como média ± erro 
padrão (n=10). O asterisco (*) indica diferença estatística de acordo com uma ANOVA 
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1. A importância fisiológica do óxido nítrico (NO) em mamíferos 
 
O óxido nítrico (NO) é uma molécula pequena, diatômica encontrada em diversas 
células dos mamíferos. A sua importância para a área biológica foi destacada em dezembro 
de 1992 quando o NO foi reconhecido molécula do ano pela revista Science, os autores 
desse trabalho utilizaram como subtítulo: uma molécula surpreendente capaz de unificar a 
neurociência, a fisiológica e a imunologia que revisa a compreensão dos cientistas sobre 
como as células se comunicam e se defendem (CULOTTA; KUSHLAND, 1992). 
Entretanto, nas décadas de 1960 e 1970, o NO era conhecido como um dos gases 
tóxicos resultantes da exaustão dos motores de combustão interna e percursor da chuva 
ácida (CRUTZEN, 1970; CULOTTA; KUSHLAND, 1992). Em 1979, os pesquisadores 
norte-americanos, Robert Furchgott, Ferid Murad e Louis Ignarro, desenvolveram um 
estudo que contribuiu para melhorar o entendimento sobre a importância do NO em 
sistemas biológicos, em particular, no sistema cardiovascular (FURCHGOTT; 
ZAWADZKI, 1980). A hipótese desse grupo de pesquisa era baseada na participação do 
tecido endotelial na vasodilatação do tecido muscular liso adjacente mediante a ação da 
acetilcolina (ACh). O experimento histórico desenvolvido pelo grupo baseou-se na 
remoção da camada de tecido endotelial das artérias isoladas de coelhos, essa remoção foi 
responsável por impedir a relaxação in vitro após a aplicação da ACh (FURCHGOTT; 
ZAWADZKI, 1980), como ilustrado na Figura 1.  
Figura 1: Experimento histórico que demonstrou pela primeira vez a existência do fator 
de relaxamento derivado do endotélio (EDFR). (A) A camada de endotélio (quadrados 
rosas) está adjacente ao tecido muscular liso (círculos vermelhos), a aplicação de 
noradrenalina (NA) induz a contração muscular e a adição de acetilcolina (ACh) induz o 
relaxamento em (B) observamos que a camada de tecido endotelial é removida, logo, a NA 
induz a contração muscular, porém a ACh não é capaz de induzir o relaxamento.  
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O experimento baseou-se em dois grupos experimentais: o primeiro, sendo o 
controle, apresentava uma camada endotelial adjacente à camada de músculo liso e o 
segundo apresentava apenas a camada de músculo liso após a remoção da camada 
endotelial (Figura 1). A aplicação de noradrenalina (NA) está relacionada com a contração 
muscular e a aplicação de ACh com o relaxamento. Como esperado, o relaxamento após a 
aplicação de ACh não foi observado após a remoção da camada endotelial (FURCHGOTT; 
ZAWADZKI, 1980). Esse experimento mudou a forma de pensar sobre o controle da 
vasodilatação do tônus muscular e diversos outros pesquisadores repetiram o experimento 
utilizando artérias de outras espécies e outros neuromoduladores para confirmar os 
resultados (RAJAPAKSE; HEAD; KAYE, 2016). 
Portanto, o grupo concluiu que as células endoteliais apresentavam receptores de 
ACh e que tais células após receberem o estímulo produziam uma molécula capaz de se 
difundir até o tecido muscular liso onde iniciava o relaxamento do tecido; essa molécula 
foi denominada fator de relaxamento derivado do endotélio (EDFR), da sigla em inglês, 
endothelium-derived factor of relaxation. Alguns anos mais tarde, o grupo observou que o 
EDRF apresenta propriedades físico-químicas semelhantes às do NO. O trabalho que 
identificou o NO como o EDFR influenciou muito a área biomédica, fazendo com que 
Furchgott, Murad e Ignarro recebessem o prêmio Nobel de Medicina e Fisiologia, em 1998 
(IGNARRO et al., 1987; FEELISCH; OLSON, 2013). 
As características físico-químicas do NO e seu comportamento lipofílico 
contribuem para que ele consiga se difundir até o tecido muscular sem que reaja com outras 
moléculas e penetrar no tecido (CORTESE-KROT et al., 2014). Logo, o NO consegue 
alcançar o átomo de ferro no centro do grupo heme da enzima guanilato ciclase solúvel 
(sGC). Isso causa o aumento da produção de monofosfato cíclico de guanosina (cGMP) e 
a diminuição da concentração de íons de cálcio (Ca2+) livres, o que inicia o processo de 
relaxamento muscular (VANHOUTTE et al., 2015; IGNARRO et al., 1987). Dessa forma, 
o NO atua na manutenção do tônus muscular de virtualmente todos os tecidos presentes no 
organismo de mamíferos.  
Desde 1998, diversos estudos foram realizados com o objetivo de elucidar a gama 
bioquímica de ações do NO (FEELISCH; OLSON, 2013; RAPOZZI et al., 2013; 
BONAVIDA; GARBAN, 2015). Atualmente, o NO é considerado como um ubíquo 
mensageiro celular capaz de modular/regular diversos processos fisiológicos, por exemplo, 
a vasodilatação, o controle da pressão sanguínea, a neurotransmissão, a citotoxicidade 
mediadas por macrófagos, a broncodilatação, a atividade antitumoral e antimicrobiana 
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entre outros, ilustrados na Figura 2 (SEABRA, 2011; SEABRA; JUSTO; HADDAD, 2015; 
QUINN; WHITAKKER; DAVIS, 2015). Além disso, a baixa produção do NO, ou sua 
inativação, estão relacionadas com processos patofisiológicos, como a diabetes, a 
obesidade, a asma e a hipertensão (SEABRA, 2011; RAJAPAKSE; HEAD; KAYE, 2016). 
O NO pode ser sintetizado in vivo pela ação da enzima óxido nítrico sintetase 
(NOS), que catalisa a oxidação da L-arginina para a L-citrulina, sendo a L-arginina o único 
substrato encontrado em mamíferos para a formação da NOS (RAJAPAKSE; HEAD; 
KAYE, 2016). A NOS está presente na membrana plasmática de células em diversos 
tecidos e apresenta três isoformas. A endotelial (eNOS) e a neuronal (nNOS), que são 
expressas constitutivamente, expressam o NO em baixas concentrações (pico a nanomolar) 
de forma dependente de cálcio. Em contrapartida, a induzível (iNOS), que é expressa em 
de forma independente de cálcio após receber estímulos celulares, é responsável por 
expressar o NO em grandes concentrações (micro a milimolar) (BOGDAN, 2015; 
SEABRA; PELEGRINO; HADDAD, 2015).  
Os efeitos do NO estão relacionados com a sua concentração, localização e meio 
no qual é produzido. A formação mínima de NO relacionada com o relaxamento muscular 
é de 10 nM (HUTCHINSON; PALMER; MONCADA, 1987) e, em geral, baixas 
Figura 2: Esquema ilustrando as ações biológicas do óxido nítrico (NO) em mamíferos.  
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concentrações estão relacionadas com efeitos citoprotetores (SCICINSKI et al., 2015; 
BASUDHAR et al., 2015). Entretanto, altas concentrações, 10-100 vezes maiores, estão 
relacionadas com efeitos tóxicos. O NO em altas concentrações reage com o ânion 
superóxido (O2
-•) levando a formação do peroxinitrito (ONOO-), representado na Equação 
1. O ONOO- está envolvido com morte celular e apoptose por meio de diversos 
mecanismos celulares, entre eles, ruptura da membrana celular e inibição da geração de 




 ONOO- (Eq. 1) 
 
A estabilidade do NO depende do meio no qual ele se encontra, por exemplo, o NO 
é estável por cerca de 40 anos quando mantido à temperatura ambiente e na ausência de 
oxigênio (BECKMAN, 1996). Entretanto, na presença de oxigênio, o NO pode formar o 
cátion nitrosônio (NO+), devido à remoção do elétron desemparelhado de seu orbital π* 
(SEABRA, 2006). Ainda, o NO pode ser reduzido formando o ânion nitroxila (NO-), que 
pode ser oxidado formando o óxido nitroso (N2O), o nitrito (NO2
-) e o nitrato (NO3
-). Esses 
estados de oxidação do NO, NO+ e NO-, podem causar modificações em proteínas, 
resultando na modificação de vias de sinalização e controle da expressão gênica 
(ARANDA et al., 2012). 
A obesidade e a hipertensão estão relacionadas com a redução da bioviabilidade do 
NO devido ao transporte prejudicado de L-arginina. O transporte de L-arginina ocorre pelo 
transportador de aminoácidos catiônico 1 (CAT-1), uma vez que a L-arginina chega no 
citosol celular, a enzima NOS pode oxidá-la formando o NO, como ilustrado na Figura 3 
(RAJAPAKSE; HEAD; KAYE, 2016). Esse processo pode ser limitado por dois fatores: 
(1) o acúmulo de L-arginina dentro da célula diminuindo a taxa de conversão da NOS e (2) 
a formação de dimetilarginina assimétrica (ADMA) que é um inibidor da atividade 
enzimática da NOS (RAJAPAKSE; HEAD; KAYE, 2016).  
A diminuição da atividade da enzima NOS devido ao acúmulo de L-arginina dentro 
da célula é considerado um paradoxo. A concentração de L-arginina, substrato da enzima 
NOS, excede a constante de Michaelis (KM), entretanto, ao contrário do que seria esperado, 
a atividade da enzima é diminuída. A explicação para esse paradoxo está em fase de estudo 
e está relacionado com o mecanismo de sequestro de L-arginina que a torna inacessível 
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para a enzima NOS (KAKOKI et al. 2004; CHIN-DUSTING; WILLEMS; KAYE, 2007; 
RAJAPAKSE; MATTSON, 2009; RAJAPAKSE; HEAD; KAYE, 2016). 
Experimentos realizados in vitro e in vivo demonstraram que pacientes 
geneticamente predispostos à hipertensão apresentam taxas de transporte de L-arginina 
diminuídas (RAJAPAKSE; HEAD; KAYE, 2016; YANG et al., 2007; SCHAICH et al., 
2004). Esses resultados realçam a importância fisiológica do NO no sistema 
cardiovascular. Ainda, essas descobertas permitem compreender a ação de fármacos 
vasodilatadores, como os nitratos, nitroglicerina e o nitroprussiato de sódio (NS), que são 
utilizados no tratamento de pacientes com angina e hipertensão (IGNARRO, 2000).  
O NO pode ser modulado positivamente e negativamente, por exemplo, estrógenos, 
exercício físico e dieta podem aumentar os níveis de NO, enquanto que, estresse oxidativo 
elevado, fumantes e poluição podem diminuir os níveis de NO. Logo, a administração de 
NO exógena pode ser um importante fator para modular os níveis de NO contribuindo para 
o tratamento contra diversas doenças. 
 
2. A importância fisiológica do óxido nítrico (NO) em plantas 
 
 Estudos sobre a ação fisiológica do NO em plantas aumentaram significativamente na 
década de 1990. Como exemplo, em 1998, Delledone et al. publicaram uma carta para a revista 
Figura 3: Transporte intracelular de L-arginina por meio do transportador de aminoácidos catiônico 1 
(CAT-1). Uma vez no citosol celular a L-arginina é oxidada formando o NO. Essa reação pode ser 




Nature ressaltando a importância do NO na resistência de plantas contra doenças, desde então, 
diversos artigos e patentes foram publicados estudando o tema (DELLEDONE et al., 1998; 
ARC et al., 2013; BAUDOUIN; HANCOCK, 2014, GAYATRI; AGURLA; 
RAGHAVENDRA, 2013; GUPTA et al., 2011, SIMONTACCHI et al., 2015; SILVEIRA et 
al., 2016; OLIVEIRA et al., 2016 a e b).  
 Ao contrário das células dos mamíferos, nas células vegetais há várias rotas de 
formação do NO, sendo que pelo menos três rotas são descritas detalhadamente e outras quatro 
estão em fase de estudo. Essas rotas de formação do NO são divididas entre redutivas e 
oxidativas. As rotas redutivas envolvem a formação do NO pela ação da enzima nitrito 
redutase, que ocorre utilizando o nitrito como substrato para a formação do NO. E as rotas 
oxidativas envolvem a oxidação da L-arginina, poliamina e hidroxilamina, processo 
semelhante ao realizado pelas células dos mamíferos (GUPTA et al., 2011). 
 Nas plantas, o NO está envolvido em diversos processos fisiológicos, por exemplo, 
Arc et al. 2013 demonstraram que existem proteínas dependentes de NO que são essenciais 
para quebrar a dormência da semente e iniciar a sua germinação (ARC et al., 2013) e 
Gayatri et al. 2013 avaliaram o papel central do NO no processo de fechamento dos 
estômatos (GAYATRI; AGURLA; RAGHAVENDRA, 2013). Além desses processos, 
Figura 4: Representação esquemática das ações biológicas do NO em plantas.  
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cabe-se citar que o NO está envolvido no crescimento da raiz e do tubo polínico e 
senescência (GUPTA et al., 2011; SEABRA; RAI; DURÁN, 2011). Além disso, diversos 
estudos têm apontado a sua importante função na resistência da planta contra estresses 
bióticos e abióticos (SEABRA; RAI; DURÁN, 2011; OLIVEIRA et al., 2016; SILVEIRA 
et al., 2016), essas ações estão ilustradas na Figura 4.  
As plantas podem ser expostas a diversas condições adversas como, redução de 
disponibilidade de nutrientes, salinidade, déficit hídrico, radiação ultravioleta e 
temperaturas extremas (SIMONTACCHI et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2016), essas 
condições geram o estresse abiótico e podem afetar significativamente o desenvolvimento 
das plantas. A resposta das plantas para se adaptarem a essas condições envolve diversas 
vias de sinalização onde o NO é considerado um elemento chave mediando a ação 
hormonal, modulando a expressão genética e a atividade proteica (SIMONTACCHI et al., 
2015; OLIVEIRA et al., 2016).  
 
3. Carreadores e doadores de óxido nítrico (NO) 
  
O NO apresenta uma miríade de importantes aplicações nas áreas médicas e 
agrícola, como, toxicidade frente a patógenos (CARDOZO et al., 2014; SEABRA et al., 
2015a), ação antitumoral (SEABRA et al., 2014), aceleração da cicatrização cutânea 
(SCHANUEL et al., 2015) e proteção da planta contra salinidade do solo e déficit hídrico 
(SILVEIRA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2016). 
Em meio biológico, o NO é rapidamente desativado pelas reações com oxigênio 
(O2) e grupos heme de proteínas, dessa forma, apresenta uma meia vida (t½) de 
aproximadamente 1-5 s (STAMLER et al., 1992). Em comparação, o EDFR apresenta a t½ 
na ordem de segundos o que sugere que o NO seja estabilizado por moléculas que 
prologuem seu tempo de vida. Dessa forma, doadores e carreadores de NO, que sejam 
capazes de aumentar seu tempo de vida, apresentam grande potencial para viabilizar suas 
diversas aplicações. Diversos doadores de NO foram propostos pela literatura, entre eles 
cabem-se citar o nitroprussiato de sódio (NS), fármaco vasodilatador, (HAMMER et al. 
2015), (NONOatos) (BASUDHAR et al., 2015), e os S-nitrosotióis (RSNOs) (SEABRA 
et al., 2015a). Além desses compostos, existem outros doadores como os nitritos e nitratos 
orgânicos, complexos rutênionitrosila, ferro-nitrosila e derivados floxanos (MUNZEL; 
DAIBER; GORI; 2013; SEABRA, 2006). 
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Os RSNOs são uma classe de doadores de NO gerados a partir da nitrosação de tióis 
(RSH) de baixa massa molecular. Os RSNOs foram primeiramente descritos na década de 
1980 e são metabólitos endógenos do NO que podem ser encontrados no meio extra e 
intracelular (de Oliveira, 2016). Os RSNOs estão envolvidos nas reações de S-
transnitrosação (Equação 2), que é um mecanismo de modificação pós-traducional de 
proteínas com grupos tióis, reconhecida como um importante meio de regular a atividade 
celular (FEELISCH; OLSON, 2013). 
 
R’SH + RSNO ↔ RSH + R’SNO (Eq. 2) 
 
A reação nitrosação de RSH formando RSNOs pode ser feita de diversas formas 
(CORTESE-KROTT et al., 2015; PELEGRINO et al., 2017 a e b). Nesse estudo, a 
nitrosação ocorreu pela reação equimolar de RSH e nitrito de sódio (NaNO2). O NaNO2 é 
um nucleófilo fraco, e em ambiente aquoso com pH fisiológico não irá facilmente reagir 
com tióis e formar os RSNOs. Entretanto, em baixo pH (pH < 3), há a protonação do NO2
- 
gerando o ácido nitroso (HNO2) que resulta na formação de íons NO
+, tais íons são 
eletrófilos fortes e reagem rapidamente com tióis de acordo com as Equações 3 a 7 




- (Eq. 3) 
NO2
-  + H3O
+ 




+ + H2O (Eq. 5) 
[H2NO2]
+  NO+ + H2O (Eq. 6) 
NO+ + RS-  RSNO (Eq. 7) 
 
Os RSNOs se decompõem e liberam o NO de maneira espontânea, por meio da 
clivagem homolítica da ligação covalente S-N (Equação 8), em contraste, com outros 
doadores de NO que necessitam de ação enzimática. Essa decomposição dos RSNOs pode 
ser catalisada pela temperatura, luz (visível ou ultravioleta (Uv)) e presença de íons cobre 
(CORTESE-KROTT et al., 2015; de OLIVEIRA, 2016; MEYER et al., 2016).  
 




Os RSNOs mais utilizados na literatura são a S-nitrosoglutationa (GSNO), S-
nitrosoacetilcisteína (SNAC) e S-nitrosocisteína (CysNO). Nesse estudo, dois RSNOs 
foram sintetizados, a GSNO e o S-nitroso-ácido mercaptosuccínico (S-nitroso-MSA), 
ilustrados na Figura 5. Apesar do S-nitroso-MSA não ser amplamente utilizado na 
literatura, o nosso grupo de pesquisa tem observado resultados promissores com esse 
doador de NO. 
A GSNO é obtida por meio da nitrosação da glutationa (GSH) (Figura 5 A), que é 
um tripeptídeo composto pelos aminoácidos, glutamato, cisteína e glicina. A GSH é 
encontrada em altas concentrações em todos os tecidos dos mamíferos, sendo considerado 
o peptídeo tiolado mais abundante do organismo (GAMCSIK et al., 2012). A GSH está 
envolvida em diversos processos fisiológicos, como a divisão celular e a defesa contra 
radicais livres (LIU et al., 2014). 
O outro RSNO sintetizado foi o S-nitroso-MSA que é obtido por meio da nitrosação 
do ácido mercaptosuccínico (MSA) (Figura 5 B). O MSA é obtido a partir do ácido maleico 
e fumarato (BRANDT et al., 2014) e pode agir como um agente redutor, devido a presença 
de dois grupos carboxila em sua estrutura. Atualmente, existem diversos trabalhos na área 
biomédica utilizando o MSA, em especial na aplicação de pontos quânticos para 
diagnósticos (BRANDT et al., 2014; SINGH et al., 2016). 
Os RSNOs apresentam um grande potencial para viabilizar a aplicação exógena de 
NO, pois prolongam a sua meia vida. A decomposição dos RSNOs ocorre de maneira 
espontânea, e não necessita de outros agentes como enzimas para promover a sua liberação. 
Figura 5: Estruturas das moléculas tioladas (RSHs), as quais são nitrosados pelo HNO2, 
formando os S-nitrosotióis (RSNOs). (A) A glutationa (GSH) é nitrosada formando a S-





Ainda, não gera subprodutos que podem ser tóxicos para as células, como pode acontecer 
com o uso dos NONOatos (SEABRA; JUSTO; HADDAD, 2015; SEABRA; 
PELEGRINO; HADDAD, 2015).  
Para aumentar a estabilidade dos RSNOs, os mesmos foram incorporados em 
matrizes poliméricas e/ou nanopartículas poliméricas. A incorporação de RSNOs pode 
alterar as propriedades de biodistribuição e a cinética da liberação do NO, contribuindo 
para a viabilização da aplicação farmacológica e agrícola do NO (DUONG et al., 2013; 
SEABRA; JUSTO; HADDAD, 2015).  
 
4. Fisiologia da pele e vias de permeação de fármacos 
 
 A pele é o maior órgão do corpo humano (1,8 - 2,0 m²), com isso, ela constitui a 
maior interface do corpo com o ambiente (UCHECHI; OGBONNA; ATAMMA, 2014; 
SCHAEFER et al., 2008). A pele é responsável por desempenhar diversas funções que 
mantem a homeostase do organismo: ela age como a primeira barreira contra agentes 
patógenos, previne desidratação, desempenha o metabolismo de diversos compostos, 
contribui para manter a temperatura corpórea e auxilia a resposta imunológica (FILON et 
al., 2015; JEPPS et al., 2013; SCHAEFER et al., 2008). 
 Para que a pele consiga desempenhar essas ações tão diversas é necessário que ela 
apresenta uma estrutura anatômica única organizada em diferentes camadas, ilustrada na 
Figura 6, como segue abaixo: 
 
• Epiderme  
•  Stratum corneum  
• Epiderme viável 
• Derme 
• Tecido gorduroso subcutâneo  
 
A epiderme pode ser subdividida em duas camadas, primeiramente, a camada mais 
externa denominada stratum corneum (SC) e a epiderme viável. O SC consiste em células 
anucleadas queratinizadas denominadas corneócitos, essas células ficam separadas entre si 
por uma matriz de bicamada lipídicas composta por colesterol, ceramidas, ácidos graxos e 
triglicérides (FILON et al., 2015; SCHAEFER et al., 2008) (Figura 6). Essa estrutura ficou 
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conhecida como argamassa e tijolos, ou em inglês mortar and brick, sendo que os tijolos 
da estrutura seriam os corneócitos, enquanto que, a argamassa seria a matriz de lipídeos. A 
epiderme viável é responsável por gerar e repor todos os componentes que compõe o SC.  
A derme é composta por colágeno, elastina e reticulina, além disso, nervos, vasos 
sanguíneos e linfáticos são encontrados nesse tecido, que contribuem para suprir os 
nutrientes do tecido e remover os metabólitos. O tecido subcutâneo apresenta o acúmulo 
de gorduras que auxiliam na manutenção de temperatura corpórea e na resistência mecânica 
(FILON et al., 2015; SCHAEFER et al., 2008) (Figura 6). 
O NO também apresenta papel essencial na fisiologia da pele. O NO apresenta um 
caráter lipofílico sugerindo que sua solubilidade em membranas pode ser 6 a 7 vezes maior 
do que sua solubilidade em água. Dessa forma, o NO irá se acumular em tecidos com alta 
presença de lipídeos intracelulares, como a epiderme e a derme. Mowbray et al. (2009) 
comprovaram que os depósitos de NO na pele são compostos por óxidos de nitrogênio 
(NOx) como o nitrito (NO2
-), nitrato (NO3
-) e os S-nitrosotióis (RSNOs) (MOWBRAY et 
al., 2009). Ainda, observou que concentração de NO2
- na pele é 2-3 vezes maior do que no 
sangue (MOWBRAY et al., 2008), levando em consideração que a pele apresenta uma 
grande área superficial (10 a 20 dm³), o armazenamento de NO nas suas camadas e a sua 
liberação para a corrente sanguínea é essencial para a homeostase do organismo. Esta 
liberação é independente da ação de enzimas e, comprovou-se que a luz solar mobiliza os 
Figura 6: Esquema das camadas da pele e das vias de penetração. Os quadrados rosa ilustram os 
corneócitos que compõe o stratum corneum da camada da epiderme, na camada da derme observam-
se os vasos sanguíneos e os vasos linfáticos e no tecido subcutâneo observam-se as glândulas sebáceas 




estoques de NO da pele para a circulação sanguínea (MOWBRAY et al., 2008 e 2009), 
aumentando os níveis de NO no sangue e diminuindo a pressão arterial, portanto, esse 
mecanismo é capaz de modular a bioatividade sistêmica do NO por meio da pele (LIU et 
al., 2014). Ainda, o NO apresenta outras funções a pele, pois encontra-se envolvido em 
todas as etapas da cicatrização cutânea (SCHANUEL et al., 2015).  
A aplicação de fármacos de forma transdérmica é uma via de administração vêm 
ganhando destaque nos últimos anos. Em 1979, o primeiro sistema de liberação 
transdérmica foi aprovado nos Estados Unidos e, desde então, diversos sistemas vêm sido 
estudados; o sistema que teve maior adesão do público em geral foi o emplasto de nicotina 
(BARTOSOVA; BAJGAR, 2012). Em 2004, um estudo estimou que um terço de todos os 
ensaios clínicos estão relacionados com sistemas de liberação transdérmica, o que ressalta 
a importância dessa via de aplicação de fármacos na medicina (JEPPS et al., 2013).  
A aplicação de fármacos na pele pode envolver efeitos dermatológicos ou 
sistêmicos; para alcançar a circulação sanguínea o fármaco deve atingir as camadas 
vascularizadas da pele (UCHECHI; OGBONNA; ATTAMA, 2014; JEPPS et al., 2013). 
Além disso, a aplicação transdérmica apresenta vantagens quando comparada com outras 
vias de administração, por exemplo, essa via evita que o fármaco entre em contato com o 
trato gastrointestinal (TGI), o que é uma vantagem em relação à aplicação de oral. E quando 
comparado com a aplicação por meio de injeções intravenosas apresenta maior 
complacência dos pacientes, não gera lixo hospitalar e evita o risco de transmissão de 
doenças por meio de injeções. Ainda, a aplicação transdérmica é não-invasiva e pode ser 
auto administrada (BARTOSOVA; BAJGAR, 2012).).  
Para um fármaco penetrar na pele, é importante avaliar como que ele interage com 
os diferentes componentes da pele. Um dos fatores limitantes da penetração na pele é a 
camada mais externa, o SC, que apresenta caráter lipofílico. Porém, para fármacos mais 
lipofílicos a camada limitante é a epiderme viável, que apresenta caráter hidrofílico e, 
consequentemente, fármacos lipofílicos reduzem a sua solubilidade nessa camada de maior 
carácter hidrofílico (SCHAEFER et al., 2008). 
As vias de penetração de fármacos podem ser divididas em duas, sendo: (i) 
intercelular e (ii) transcelular, como pode ser observado na Figura 6. As propriedades 
físico-químicas do fármaco são os principais fatores que determinam qual via de penetração 
o mesmo irá apresentar. A via intercelular (Figura 6) é considerada a via de penetração 
mais comum entre os diferentes fármacos, isso acontece devido a estrutura de bicamada 
lipídica que gera regiões hidrofílicas e hidrofóbicas. Dessa forma, permite que fármacos 
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mais hidrofílicos atinjam a as regiões mais hidrofílicas e os mais hidrofóbicos, as regiões 
mais hidrofóbicas. Apesar dessa via de penetração ser tortuosa, o que aumenta a área a ser 
percorrida, ela apresenta uma maior velocidade de absorção de farmácos (SCHAEFER et 
al., 2008). 
A via transcelular requer que os fármacos atravessem os corneócitos e a matriz 
lipídica (Figura 6), essa via é mais utilizada em estudos que avaliem promotores de 
permeabilidade cutânea, por exemplo, a ureia que altera a estrutura da queratina e por 
consequência a permeabilidade dos corneócitos (SCHAEFER et al., 2008). Os apêndices 
da pele, glândulas sebáceas e folículo capilar, podem agir como via alternativas passando 
por todas as camadas da pele (Figura 6). Entretanto, eles constituem apenas 0,1% da área 
da pele o que não gera uma mudança significativa na absorção de fármacos (SCHAEFER 
et al., 2008; VERCELINO et al., 2013). 
Existem diversos modelos de estudo para avaliar a penetração de determinado 
fármaco na pele, esses modelos podem ser divididos entre: in vitro, ex vivo e 
animal/voluntários. Esses modelos são interessantes pois provêm informações críticas para 
avaliar o comportamento dos fármacos ou de determinada formulação e garantir a 
segurança e eficiência do produto (BALZUS et al., 2016). Nesse estudo, a fim de investigar 
a penetração do NO através da pele, utilizaram-se os modelos in vitro e ex vivo, que são 
descritos em maiores detalhes a baixo: 
 
4.1. Modelos in vitro 
 
Existem diversos modelos de estudo da penetração de fármacos in vitro, entre eles 
os mais comuns são as células de difusão e sacos de diálise (BALZUS et al., 2016). Cada 
um dos sistemas apresenta diversos parâmetros importantes e a qualidade da análise 
depende da adequação dos parâmetros para o fármaco ou formulação que é objeto de estudo 
(BALZUS et al., 2016). 
Nesse estudo, utilizou-se a célula de difusão, esse sistema foi descrito pela primeira 
fez pelo Thomas J. Franz em 1975 (FRANZ, 1975), o que contribuiu para que o sistema 
ganhasse o nome de célula de Franz. Desde então, diversos novos modelos e tamanhos 
foram produzidos e podem ser comprados comercialmente. As células de difusão ou Franz 
podem ser verticais ou horizontais e apresentar regime estático ou dinâmico. A vantagem 
das células de difusão em comparação com os sacos de diálise é que eles permitem o estudo 
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de formulações semissólidas e pode ser automatizada ao ser ligada a um sistema de 
cromatografia líquida (BALZUS et al., 2016). 
As células de difusão apresentam dois compartimentos principais, o doador e o 
receptor, separado por uma membrana, como ilustrado pela Figura 7. O fármaco que se 
deseja analisar é colocado no compartimento doador e o conteúdo do compartimento 
receptor é analisado em determinados períodos de tempo com a técnica adequada, nesse 
estudo utilizou-se técnica espectrofotométrica (SCHAEFER et al., 2008). 
Todo o sistema é mantido sob banho termostatizado por meio de mangueiras que 
circulam a água que recobre a célula de difusão, isso contribui para a manutenção da 
temperatura à 32,5°C, que é a temperatura recomendada para estudos da pele (SCHAEFER 
et al., 2008). A membrana que separa os dois compartimentos pode ser artificial ou 
proveniente de animais, por exemplo, orelha de porco. As membranas artificiais mais 
comuns se dividem em hidrofílicas, que são utilizadas para experimentos de liberação de 
fármacos, e hidrofóbicas, que são utilizadas para experimentos de permeação (SCHAEFER 
et al., 2008). 
 
4.2. Modelos ex vivo 
Os modelos ex vivo utilizam a pele proveniente de animais, que podem ser ratos, 
coelhos ou humanos. O uso de pele humana na pesquisa está relacionado, majoritariamente, 
com refugo de cirurgia plástica. É interessante ressaltar que dependendo da origem da pele 
ela pode apresentar características diferentes, por exemplo, a espessura do stratum cornem 
é diferente de acordo com o local de origem, assim como, a idade e etnia do doador 
(SCHAEFER et al., 2008; MOWBRAY et al., 2008 e 2009). 




Cada objeto de estudo requer uma metodologia diferente, por exemplo, para avaliar 
a permeação de determinada formulação aplica-se a formulação da região da epiderme, 
deixando o fragmento de pele em meio de cultura para manter a viabilidade celular. Os 
ensaios podem ser feitos com as secções de pele ou com o meio de cultura para avaliar 
citosinas e outras moléculas que sejam liberadas (MOWBRAY et al., 2008 e 2009). 
 
5. Nanopartículas de quitosana 
 
 A nanotecnologia vem revolucionando diversas áreas, entre elas, as áreas médicas se 
destacam. Entretanto, na literatura e em conferências científicas, observa-se que pode haver 
certa dificuldade na classificação de nano, uma vez que, esse conceito não se designa ao mesmo 
fenômeno quando é avaliado por meio de aspectos físicos, químicos ou biológicos. Porém, 
existe um consenso que a nanotecnologia não se trata apenas da miniaturização dos materiais 
da escala bulk, mas do preparo de materiais com propriedades físicas e químicas 
significativamente diferentes dos materiais originais (COUVREUR, 2013; ETHERIDGE et al., 
2013).  
Apesar do conceito de nanotecnologia ainda estar em discussão, ela pode ser definida 
como uma estrutura supramolecular sólida ultra dispersa, geralmente, mas não 
necessariamente, apresenta tamanho sub micrométrico, preferencialmente menor do que 500 
nm em pelo menos uma dimensão (COUVREUR, 2013). 
As aplicações dos nanomateriais são muito diversas e incluem, diagnósticos, tratamento 
de câncer, materiais para implantes, aplicações antimicrobianas, regeneração de tecidos, 
aplicações dermatológicas e agrícolas, entre outras (ETHERIDGE et al., 2013). Visando essas 
diferentes aplicações, há inúmeros sistemas nanoparticulados diferentes, por exemplo, os 
lipossomas, as NPs metálicas (prata, ouro e ferro), emulsões, NPs poliméricas, dendrímeros, 
nanotubos, pontos quânticos, entre outros (ETHERIDGE et al., 2013; SANTOS et al., 2015).  
Nanomateriais baseados em polímeros biodegradáveis e biocompatíveis ganharam 
grande destaque na literatura por apresentarem grande potencial para aplicações clínicas, 
devido a diminuição de efeitos colaterais (COUVREUR, 2013). Esses materiais, aliados a 
protocolos de síntese adequados, ficaram conhecidos como safe-by-design (SbD) 
(DONALDSON et al., 2011). Dentre esses materiais, que são matérias primas na preparação 
de NPs, destacam-se albumina (LOOK et al., 2015), polialquila cianoacrilato (SULHEIN et al., 
2016), polilactato-co-glicolato (TANCINI et al., 2015), lipídicas sólidas (WEBER; ZIMMER; 
PARDEIKE, 2013) e quitosana (PELEGRINO et al., 2017; SEABRA et al., 2015a). 
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A quitosana (CS) é um biopolímero composto pela repetição do monômero ß-1,4- 
glucosamina, ilustrado na Figura 8 A. A produção da CS ocorre a partir da desacetilação da 
quitina, elemento estrutural encontrado no exoesqueleto dos crustáceos (ELGADIR et al., 
2014). As propriedades da CS como biocompatibilidade, a suscetibilidade à hidrólise 
enzimática, a atividade fisiológica intrínseca (p.e. cicatrização e propriedades antimicrobianas) 
e a mucoadesividade fazem com que ela seja amplamente utilizada pela indústria farmacêutica 
(ELGADIR et al., 2014). A sua utilização depende do grau de desacetilação (quantidade de 
monômeros desacetilados em suas cadeias), que pode variar entre 40 e 95%. Nesse estudo 
utilizou-se uma CS com grau de desacetilação de 87,4% e massa molar igual a 105 kDa 
(MARCATO et al., 2013; SEABRA et al., 2015a). 
 Entre os diversos protocolos de formação de nanopartículas de quitosana (CS NPs), o 
método de crosslink iônico ganhou muito destaque na literatura devido a ser um método 
simples, conveniente e controlável (RAZGA et al., 2016). Esse método se baseia nas interações 
coulômbicas entre a CS, que é considerada um policátion, e um agente com carga negativa. 
Nesse estudo, avaliou-se o sistema de quitosana e, como agente de carga negativa, o 
tripolifosfato de sódio (TPP) (RAZGA et al., 2016; BUGNICOUR; LADAVIÈRE, 2016; 
FABREGAS et al., 2013), como ilustrado na Figura 8 B.  
Figura 8: (A) Estrutura do monômero da quitosana; (B) Método de preparo das 
nanopartículas de quitosana e tripolifosfato (CS) envolvem a gelificação ionotrópica. As 




Nesse processo de síntese, os grupos funcionais NH3
+ da CS interagem formando o 
crosslink com os grupos funcionais O- do tripolifosfato, ilustrado na Figura 9. Para que essa 
interação ocorra com sucesso é necessário controlar diversos fatores como, a razão molar entre 
CS e TPP, o grau de desacetilação da CS e o pH do meio (RAZGA et al., 2016).  
As CS NPs/TPP têm sido amplamente estudas como sistemas de liberação de fármacos, 
Xue e coautores desenvolveram uma nanopartícula de CS/TPP e encapsularam com sucesso 
um inibidor da replicação do vírus da hepatite B (XUE et al., 2015). Com enfoque nos estudos 
que utilizaram doadores de NO, cabe-se citar Cardozo et al. (2014) que avaliaram a o potencial 
antibacteriano de CS NPs liberando NO (CARDOZO et al., 2014), Seabra et al. (2015) que 
avaliaram a citotoxicidade das CS NPs liberando NO contra o Trypanosoma cruzi, agente 
etiológico da doença de Chagas (SEABRA et al., 2015a), PELEGRINO et al. (2017) que 
avaliaram a difusão de NO para epiderme a partir das CS NPs contendo GSNO (PELEGRINO 
et al., 2017 a), PELEGRINO et al. (2017) que avaliaram a atividade antitumoral das CS NPs 
contendo S-nitroso-MSA (PELEGRINO et al., 2017 b) e OLIVEIRA et al. (2016) que 
avaliaram o potencial de CS NPs liberando NO em mitigar os efeitos do estresse abiótico em 
plantas (SILVEIRA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2016). 
  
6. Hidrogeís aquosos de Pluronic F-127 
 
Figura 9: Ilustração esquemática do crosslink entre a molécula de quitosana (CS) e de tripolifosfato 
(TPP). As linhas tracejadas em vermelho indicam as reações que ocorrem entre os grupamentos 
funcionais das moléculas.  
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Os Pluronics (PL) são uma família de mais do que 30 copolímeros tribloco, que 
consistem em dois blocos hidrofílicos de poli (óxido de etileno) e um bloco hidrofóbico de 
poli(óxido de propileno), ilustrado na Figura 10 A. Esses copolímeros são comercialmente 
conhecidos como Pluronic (BASF) e Poloxamer (ICI). Neste estudo, utilizou-se o Pluronic F-
127 , massa molar de 12 600 g·mol-1, para incorporar os RSNOs.  
Esses copolímeros apresentam uma característica única: a gelificação reversível, que 
acontece mediante o aumento da temperatura (de ARAUJO et al., 2013). Essa propriedade 
permite que em baixas temperaturas o sistema se mantenha fluido (~5ºC), enquanto que em 
temperaturas fisiológicas (~37ºC) o mesmo se encontra como um semissólido (AKKARI et al., 
2016). O PL é anfifílico e quando está acima da concentração micelar crítica (cmc), em torno 
de 20% em massa, se auto associa formando micelas que apresentam um núcleo hidrofóbico e 
uma coroa hidrofílica. O valor de balanço hidrofílico-lipofílico (hidrophilic/lipophilic balance, 
HLB) do Pluronic F-127 é igual a 22 (de ARAUJO et al., 2013), o HLB pode variar entre 0 
(totalmente lipofílico) e 30 (totalmente hidrofílico) e para os Pluronics o HLB depende do 
número de unidades de óxido de etileno (OE) e óxido de propileno (OP) (AKKARI et al., 
2016). 
Em baixas temperaturas ou abaixo da cmc, a solução de PL se mantém como uma 
solução fluida e isotrópica. Com aumento da temperatura/concentração, as unidades de OP 
são desidratadas e há a formação de micelas, que apresentam um núcleo hidrofóbico e uma 
Figura 10: (A) Estrutura do copolímero em bloco Pluronic e (B) esquema ilustrando a 
gelificação reversível do Pluronic, ao início pode-se observar os unímeros do polímero que a 
medida que a temperatura aumenta, formam micelas. Quando a temperatura excede a 
temperatura de gelificação (Tgel) as micelas se auto organizam formando a estrutura do 




coroa hidrofílica. Após o processo de micelização e com o aumento da temperatura e/ou 
concentração, a temperatura de gelificação (Tgel), ocorre o processo de gelificação, onde as 
micelas se empacotam fazendo com que o material se comporte como um semissólido, esse 
empacotamento das micelas pode ser cúbico, hexagonal ou de fases lamelares (de 
ARAUJO et al., 2013), esse processo está ilustrado na Figura 10 B. 
O PL foi utilizado como sistema de liberação controlado pela primeira vez em 1970 
(SCHMOLKA, 1972), desde então sua aplicação já foi testada, com sucesso, utilizando 
diversos fármacos como glicocorticoides (AKKARI et al., 2016), anticorpos (NIKOUEI; 
GHASEMI; LAVASANIFAR, 2015) e doadores de NO (SEABRA et al., 2004). Entre os 
doadores de NO, cabe-se destacar a GSNO (VERCELINO et al., 2013) e um derivado da 
flutamina (TALADRIZ-BLANCO; de OLIVEIRA, 2014). 
A utilização de matrizes poliméricas como veículos carregadores e liberadores de 
NO apresenta grandes vantagens, pois prolonga a liberação dos doadores de NO além de 
aumentar a absorção da substância ativa (DUONG et al., 2015). Devidos a esses fatores, o 
hidrogel foi escolhido para agir em conjunto com as NPs doadoras de NO visando a 
obtenção de uma matriz polimérica que permita a liberação sustentada de NO em 
aplicações tópicas.  
Neste estudo, foram preparadas as seguintes matrizes poliméricas para 
incorporação de RSNOs, a saber: (i) CS NPs; (ii) hidrogéis de PL que se solidifica na 
temperatura fisiológica e (iii) a mistura das CS NPs incorporadas na matriz do hidrogel de 
PL. Essas matrizes poliméricas foram caracterizadas por diversas técnicas, entre elas, 
medidas de tamanho médio, distribuição de tamanho, potencial zeta, eficiência de 
encapsulamento, raio de giro, microscopia de força atômica, microscopia eletrônica de 
varredura, espectroscopia do Uv-vis e reologia. A liberação do NO a partir das matrizes 
poliméricas foi avaliada por meio de ensaios de cinética de liberação de NO e ensaios 
utilizando o sistema de difusão vertical com membrana artificial. Ainda, avaliou-se o 
potencial da aplicação das CS NPs em aplicações biomédicas (citotoxicidade e permeação 






1. Objetivos gerais 
 
A. Incorporar os S-nitrosotióis, S-nitroso-MSA e GSNO, em nanopartículas de quitosana e 
em hidrogel aquoso de Pluronic F-127. 
 
B. Caracterizar os materiais preparados utilizando técnicas físico-químicas e morfológicas, 
bem como, as cinéticas de liberação dos S-nitrosotióis.  
 
C. Avaliar o potencial de uso dos materiais obtidos em aplicações tópicas voltadas para 
entrega direcionada de NO e em aplicações agrícolas voltadas para o controle do estresse 
abiótico. 
 
2. Objetivos específicos 
 
A. Síntese de nanopartículas poliméricas biodegradáveis de quitosana contendo moléculas 
doadoras de NO de baixas massas moleculares, os S-nitrosotióis.  
 
B. Caracterização das nanopartículas de quitosana preparadas (medidas de tamanho médio, 
distribuição de tamanho, potencial zeta, eficiência de encapsulamento, raio de giro, 
microscopias e difratometria de raios X). 
 
C. Incorporação das nanopartículas de quitosana contendo S-nitrosotióis em hidrogel de 
Pluronic F-127. 
 
D. Caracterização reológica do hidrogel de Pluronic F-127 e da mistura contendo 
nanopartículas de quitosana.  
 





F. Caracterização dos perfis de liberação da GSNO e de permeação do NO in vitro, a partir 
das matrizes poliméricas utilizando a célula de difusão de Franz e correlação com os 
modelos matemáticos.  
 
G. Avaliação da permeação cutânea de NO através da epiderme humana após aplicação de 
nanopartículas de quitosana contendo GSNO em secções de pele humana ex vivo. 
 
H. Impacto dos S-nitrosotióis livres e encapsulados na aclimatação de plantas submetidas aos 
estresses abióticos de alta salinidade e de déficit hídrico. 
 
Esta dissertação está organizada na forma de capítulos, cada qual descreverá um 
tópico de síntese, caracterização e/ou aplicações das matrizes poliméricas contendo 
doadores de NO que foram desenvolvidos ao longo do projeto de Mestrado. Muitos desses 
capítulos contêm anexos os quais descrevem em maiores detalhes os experimentos 




CAPÍTULO I – Síntese, caracterização e ensaios cinéticos da 




I.1.1. Compostos químicos 
 
Quitosana (CS, 75% desacetilação), poliânion tripolifostato (TPP), glutationa 
(GSH), nitrito de sódio (NaNO2), Pluronic® F-127 (PL, 12 600 g·mol
-1), tampão fosfato 
(PBS, pH 7,4), sulfanilamida (SULF), e cloridrato de N-(1-naftil) etilenodiamina (NEED) 
foram obtidos da Sigma (St. Louis, MO, USA). Ácido acético glacial, ácido clorídrico e 
acetona foram obtidos da Labsynth (Diadema, SP, Brasil). Todos os experimentos foram 
realizados utilizando a água ultra pura com resistividade não maior do que 18,2 ·cm a 
25,0°C, para isso utilizou-se um sistema de filtração de gradiente analítico Millipore Milli-
Q.  
 
I.1.2. Preparação das matrizes poliméricas 
 
 Neste estudo, foram preparados os seguintes sistemas para incorporação de RSNOs, 
a saber: (i) CS NPs contendo GSH, (ii) hidrogel aquoso de PL e (iii) a mistura contendo 
CS NPs dispersas na matriz polimérica do hidrogel de PL. A preparação de cada matriz 
polimérica está descrita com mais detalhes nos itens I.1.2.1 a I.1.2.5.  
 
I.1.2.1. Síntese das CS NPs contendo GSH 
 
A síntese das nanopartículas de CS envolve o processo de gelificação ionotrópica 
que ocorre por meio da interação de cargas opostas das moléculas. Os grupos funcionais 
NH3
+ presentes nas cadeias da CS interagem com os grupos funcionais O- do tripolifosfato, 
o que resulta na formação das nanopartículas (RAZGA et al., 2016). 
Para sintetizar as nanopartículas, uma solução de CS (1 mg·mL-1) em ácido acético 
1% (pH ≈ 3) contendo a GSH (26,7; 133,4 ou 266,7 mmol·L-1) foi submetida a agitação 
mecânica utilizando barra magnética por 90 min. Após o término da agitação, gotejou-se 
uma solução de TPP (0,6 mg·mL-1) na solução de CS contendo GSH (1 gota a cada 30 
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segundos) respeitando a proporção em volume de 1 mL de CS para 3 mL de TPP. Com 
isso, formou-se uma suspensão aquosa de nanopartículas (1 g·L-1 de CS) contendo GSH 
nas concentrações 10, 50 ou 1000 mmol·L-1, respectivamente, que foram denominadas CS 
NPs.  
 
I.1.2.2. Nitrosação da GSH-CS NPs 
 
O grupo tiol (SH) da molécula de GSH incorporados nas CS NPs foram nitrosados 
por meio da reação entre a GSH e o ácido nitroso (HNO2). Para formar o HNO2, adicionou-
se uma quantidade equimolar de NaNO2, em relação ao grupo tiol (RSH), à dispersão de 
GSH-CS NPs. O NaNO2 em solução aquosa levemente ácida, se dissocia e forma o HNO2, 
que é o agente nitrosante dos grupos tióis formando a GSNO. 
A extensão da reação de nitrosação foi monitorada por espectrofotometria no Uv-
Vis e atingiu o seu máximo após 1 hora. A formação da GSNO foi caracterizada por meio 
da detecção das bandas de absorção características da GSNOs em λ=336 nm (ε= 980 mol-
1·L1cm-1) e em λ=545 nm (ε = 18,4 mol-1·L1cm-1), utilizando um espectrofotômetro Uv-vis 
(Agilent, modelo 8453, Palo Alto) (SEABRA et al., 2015a). As CS NPs contendo GSNO 
foram denominadas GSNO-CS NPs.  
 
I.1.2.3. Síntese da GSNO pela via úmida 
 
Além da nitrosação da GSH incorporada na GSH-CS NPsO, como descrito 
anteriormente, a GSNO foi sintetizada por via úmida. Ou seja, na sua forma livre, não 
incorporada nas CS NPs, com o objetivo de ser o controle dos ensaios de liberação e 
permeação (SHISHIDO et al., 2003).  
A síntese da GSNO livre ocorreu de forma semelhante à nitrosação descrita no item 
I.1.2.2. Logo, preparou-se uma solução de GSH na concentração de 500 mmol·L-1 em ácido 
clorídrico (0,5 mol·L-1) e adicionou-se, uma quantidade equimolar a GSH, de NaNO2. Essa 
mistura foi colocada em banho de gelo, sob agitação magnética e protegida da luz por 45 
min, em seguida, adicionou-se acetona fria com o objetivo de precipitar a GSNO. O 
precipitado foi filtrado e lavado utilizando um filtro a vácuo e uma membrana de celulose 
da marca Millipore e tamanho de poro de 0,45 µm, este processo está ilustrado na Figura 
I.1. Após a filtração, a GSNO foi liofilizada por 12 h, será referida ao longo do texto como 
GSNO livre (VERCELINO et al., 2013; SHISHIDO et al., 2003; SILVEIRA et al., 2016). 
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A GSNO obtida foi armazenada, no freezer, no interior de um recipiente contendo agente 
secante. 
 
I.1.2.4. Preparação do hidrogel de PL 
 
O hidrogel de PL foi preparado pela adição intercalada de PL e PBS mantendo a 
concentração final de PL igual a 30% massa/volume (m/v). As soluções contendo o PL 
foram submetidas a uma agitação leve e, em seguida, mantidas resfriadas (~10ºC) durante 
um período de pelo menos 12 h para que o processo de dissolução do PL se completasse. 
O hidrogel contendo 30% m/v de PL foi utilizado como controle e, ao longo do texto, será 
referido como PL (VERCELINO et al., 2013). É importante destacar que para realizar as 
misturas de PL com CS NPs, GSNO-CS NPs e GSH e/ou GSNO livres, prepararam-se 
hidrogéis contendo uma maior concentração de PL para que a concentração final de PL se 
mantivesse igual a 30% m/v para todos os grupos experimentais.  
 
I.1.2.5. Preparação da mistura contendo doador de NO e/ou as CS NPs no hidrogel de 
PL 
Para a incorporação da GSH ou da GSNO em hidrogel de PL, utilizou-se a GSH 
comercial e a GSNO sólida livre, que foi sintetizada pela via úmida (SHISHIDO et al., 
2003; SILVEIRA et al., 2016). Para isso, preparou-se 0,2 mL de uma solução aquosa de 
GSH ou de GSNO na concentração de 125,0 mmol·L-1 e misturou-se com 2,3 mL de PL, 
em um banho de gelo. A homogeneização dessa mistura ocorreu utilizando agitação 
Figura I.1: Esquema da síntese da GSNO livre utilizada como controle. 
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magnética e mantendo o sistema protegido da luz com o auxílio de papel alumínio por 10 
min, a aproximadamente 5ºC. Com isso, obteve-se um volume final de 2,5 mL de hidrogel 
de PL (30% m/v) contendo GSH ou GSNO na concentração de final de 10 mmol·L-1 
denominado PL/GSH ou PL/GSNO, conforme ilustrado na Tabela I.1 e na Figura I.2 A. 
 







Legenda: A concentração final do PL em todos os grupos foi igual a 30% m/v, a concentração de 
GSH ou de GSNO livres foi igual a 10 mmol·L-1, concentração final de GSH ou GSNO 
encapsulados na nanopartícula foi igual a 0,8 mmol·L-1 e, por fim, a proporção de CS NPs contendo 
GSH ou GSNO em relação ao PL foi igual a 8,3% v/v.  
Para a preparação da mistura contendo a CS NPs, o PL e a GSH ou GSNO, 
primeiramente, homogeneizou-se 0,2 mL de uma solução aquosa de GSH ou GSNO (125,0 
Grupos PL GSH  GSNO CS NPs GSNO-CS NPs 
PL X 
    
PL/GSH X X 
   













Figura I.2: Esquema ilustrando a incorporação de doadores de NO livres ou encapsulados em hidrogel 
de Pluronic F-127 (PL). Em (A) observa-se a incorporação de GSH ou GSNO livres (bolas vermelhas) 
em hidrogel de PL (bolas azuis) resultando numa concentração final de GSH ou GSNO livres iguais a 
10 mmol˙L-1 e concentração final de PL igual a 30% m/v. Em (B) observa-se a incorporação de CS NPs 
e GSNO-CS NPs (triângulos vermelhos) em hidrogel de PL contendo GSH ou GSNO resultando na 
concentração final de GSH ou GSNO livres iguais a 10 mmol˙L-1, de GSH ou GSNO incorporadas  
em CS NPs iguais a 0,8 mmol˙L-1 e de PL igual a 30% m/v. A proporção de CS NPs ou GSNO-CS NPs 
em relação ao PL foi igual a 8,3% v/v.  
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mmol·L-1) e 0,2 mL de CS NPs ou GSNO-CS NPs em 2,1 mL de hidrogel. A 
homogeneização dessa mistura ocorreu por agitação magnética lenta, em banho de gelo e 
protegida da luz por 10 min com o auxílio de papel alumínio. Com isso, obteve-se um 
volume final de 2,5 mL de hidrogel de PL (30% m/v) sendo que a concentração de GSH 
ou de GSNO livres foram iguais a 10 mmol·L-1, a concentração final de GSH ou GSNO 
encapsulados CS NPs foram iguais a 0,8 mmol·L-1 e, por fim, a proporção de CS NPs 
contendo GSH ou GSNO em relação ao PL foi igual a 8,3% v/v, conforme ilustrado na 
Tabela I.1 e na Figura I.2 A . 
 
I.1.3. Caracterização das matrizes poliméricas 
 
I.1.3.1. Espalhamento de luz 
 
As técnicas que envolvem o espalhamento de luz permitem a caracterização de 
parâmetros muito importantes para a avaliação das nanopartícula, tais como, o raio 
hidrodinâmico médio (RH), a distribuição média, o índice de polidispersividade (PDI), o 
potencial zeta e o raio de giro (RG).  Dessa forma, as medidas foram realizadas utilizando 
dois aparelhos diferentes, o equipamento da Malvern Intruments Ltd, modelo Nano ZS 
Zetasizer, que permite o cálculo do tamanho médio, da distribuição média, do PDI, e do 
potencial zeta no ângulo de 173º e o equipamento da marca ALV e modelo CGS-3, que 
permite o cálculo do tamanho médio, da distribuição média, do PDI, e do RG variando o 
ângulo de 0 a 180º. Maiores detalhes sobre a metodologia estão descritas nos itens I.1.3.1.1. 
a I.1.3.1.3. 
 
I.1.3.1.1.  Espalhamento de luz dinâmico (DLS) 
 
A técnica de espalhamento de luz dinâmico (DLS), sigla do inglês, dynamic light 
scattering, está relacionada principalmente com o cálculo do RH de nanopartícula. O 
equipamento Nano ZS Zetasizer permite fazer a análise no ângulo de 173º e foi utilizado o 
software do equipamento (Zetasizer 7.11, Zetasizer, Malvern Instruments Ltd.). Os índices 
de refração dos materiais estudados foram 1,550 para CS (MATHEWS et al., 2016) e 1,470 
para o Pluronic F-127. Os grupos experimentais foram analisados a 25ºC sem etapas de 
diluição ou filtração.  
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O equipamento ALV/CGS-3 consistiu em um laser de HeNe polarizado (22 mW) que 
opera utilizando o comprimento de onda λ = 633 nm, um correlacionador digital ALV 7004 
e um par de detectores APD operando em modo pseudo-correlação cruzada. As amostras 
foram acondicionadas em cubetas de vidro de 10 mm de diâmetro e mantidas à temperatura 
constante de 25 ± 1°C. Funções de correlação temporal, obtidas na região angular 30o-150o, 
foram ajustadas utilizando-se o método de cumulantes e o RH foi determinado a partir da 
equação de Stokes-Einstein (de CASTRO, 2015). Além disso, a análise de cumulantes gera 
o parâmetro 2. Este parâmetro foi utilizado para calcular a distribuição de tamanho das 
nanopartículas (2/ 2), as quais são a medida da largura das distribuições da taxa do 
decaimento monomodal (de CASTRO, 2015). 
 
I.1.3.1.2.  Espalhamento de luz estático (SLS) 
 
A técnica de espalhamento de luz estático (SLS), da sigla em inglês, static light 
scattering, permite a caracterização do RG da nanopartículas. O RG é definido como o raio 
de massa quadrado médio e para ser calculado é necessário medir a diferença na intensidade 
da luz dispersa em ângulos diferentes, logo, essa técnica é dependente da variação angular 
(KOK; RUDIN, 1981). 
As medidas foram realizadas na região angular (de 30o até 150) utilizando o 
equipamento da marca ALV e modelo CGS-3. O RG das nanopartículas poliméricas 
produzidas foram obtidos utilizando a equação parcial de Zimm. A razão entre o RG e o RH 
é denominada fator forma () (de Carlos, 2015), de acordo com a Equação I.I. Quando o 
fator forma é maior ou igual a 2, indica uma nanopartícula esférica e quando ele é menor 
do que 2, indica uma nanopartícula oval. (de Carlos, 2015).  
                          






I.1.3.1.3. Espalhamento de luz eletroforético (ELS) 
 
A técnica de espalhamento de luz eletroforético (ELS), da sigla em inglês, 
electroforetic light scattering, permite a obtenção dos valores de potêncial zeta. As medidas 
foram realizadas utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments).  




A eficiência de encapsulamento da GSH nas CS NPs foi determinada por meio da 
quantificação de tiol em soluções de CS NPs ultrafiltradas, por titulação com ácido 5,5-
ditiobis (2-nitrobenzóico) (DTNB) (CARDOZO et al., 2014, SANTOS et al., 2015, 
SEABRA et al., 2015; PELEGRINO et al., 2017 a e b). A dispersão de CS NPs contendo 
GSH foi filtrada utilizando um sistema de filtração por centrifugação Microcon (MWCO 
10,000 kDa, Millipore), com o objetivo de separar os grupos de GSH livres dos grupos 
incorporados nas CS NPs. A GSH livre, eluída da filtração, reagiu com 1,2 mL de DTNB 
(0,7 mmol·L-1) em meio tamponado (PBS, pH 7,4), contendo 10,3 mmol·L-1 de EDTA. 
Após 5 min de incubação, mediu-se a absorbância no comprimento de onda λ = 412 nm (ε 
= 14,15 mmol-1·L1·cm-1) utilizando-se um espectrofotômetro Uv-vis (Agilent, modelo 
8453, Palo Alto) (SEABRA et al., 2015a). O controle do experimento foi a solução 
contendo DTNB e EDTA sem a adição de nanopartícula.  
 
I.3.3.  Análises reológicas 
 
A temperatura de transição sol-gel (Tgel) dos grupos PL, PL/GSH e PL/GSH-CS 
NPs foi avaliada por meio de análises reológicas utilizando o reômetro rotacional (Kinexus 
Lab, Malvern Instruments Ltd) com uma geometria cone-placa (20 mm, 1 mm e 2,576 rad). 
Por meio dessa técnica é possível determinar o módulo de elasticidade (G'), o módulo de 
viscosidade (G") e a viscosidade (ŋ). Para isso, um volume de 1,0 mL de cada grupo 
experimental foi transferido para o porta-amostra do reômetro e aplicou-se uma rampa de 
temperatura de 10 a 50ºC, com uma taxa de aquecimento de 5,0ºC·min-1 com uma 
frequência e o estresse de cisalhamento fixos em 1 Hz e 2 pA, respectivamente. Cada 
experimento foi realizado em duplicada e analisado utilizando o software rSpace. 
 
 
I.3.4. Cinéticas de liberação do NO por meio de espectroscopia do UV-vis 
 
A cinética de liberação do NO, a partir das matrizes poliméricas, foi caracterizada por meio 
da técnica de espectrofotometria aliada a um suporte de controle de temperatura. Os 
materiais estudados foram: GSNO livre, GSNO-CS NPs, PL/GSNO e PL/GSNO-GSNO-
NPs, sendo que, todos os grupos apresentaram a concentração de GSNO inicial igual a 50 
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mmol·L-1. Monitorou-se a absorção no λ = 545 nm, a 37ºC durante 8 h, dessa forma, 
calculou-se a quantidade de NO liberada em função do tempo, como ilustrado na Figura 
I.3 (SHISHIDO et al., 2003; SEABRA et al., 2004; CARDOZO et al., 2014). A velocidade 
inicial foi calculada por meio da regressão linear do trecho inicial (menos de 10% da 
reação) das curvas cinéticas obtidas. O cálculo de concentração de NO a partir da 
concentração de GSNO foi obtido pela Equação I.2 e I.3 (SEABRA; de OLIVEIRA, 2003).  
 







                                                                                            (Eq. I.3) 
 
 Onde Ao e At são as absorbâncias da GSNO, no comprimento de onda igual a 545 
nm, no início do monitoramento e no tempo t, respectivamente. [GSNO]0 e [GSNO]t são 
as concentrações de GSNO no início da reação e no tempo t, respectivamente. εGSNO é a 
Figura I.3: Espectros de absorbância da nanopartícula contendo o precursor do doador de NO (CS NPs), 
linha preta, e da nanopartícula contendo o doador de NO (GSNO-CS NPs), linha vermelha. Ambas as 
amostras estão na região de 500-600 nm, o que compreende o comprimento de onda utilizado nos ensaios 




coeficiente absortividade molar da GSNO no comprimento de onda de 545 nm e b é o 
caminho ótico da cubeta utilizada (1cm). 
 
I.3.5. Liberação de GSNO e permeação de NO in vitro 
 
Os ensaios de liberação de GSNO, a partir dos materiais preparados, e a permeação 
de NO in vitro foram realizados utilizando a célula de difusão vertical (Modelo padrão, 15 
mm, 7 mL, Hanson Research Corporation). Para os ensaios de liberação, foi utilizada uma 
membrana artificial hidrofílica (Polysulfone Membrane Disc Filters, tamanho de poro de 
0,45 µm, diâmetro de 25 mm, Tuffryn ®, Pall Corporation). Para os ensaios de permeação, 
utilizou-se uma membrana artificial hidrofóbica com poros no intervalo de 30-50 nm 
(Strat-M, Merck Millipore), que mimetiza a pele humana. Em ambos os casos, o 
compartimento doador da cela de Franz foi preenchido com 2,5 mL de cada um dos grupos 
experimentais estudados, sendo: GSNO livre, GSNO-CS NPs, PL/GSNO, e PL/GSNO-
GSNO-NPs, todos os grupos apresentaram a concentração final de GSNO igual a 10 
mmol·L-1, nos ensaios de liberação, e 100 mmol·L-1, nos ensaios de permeação. O 
compartimento receptor da cela de Franz foi preenchido com 7,0 mL de PBS, a 32,5°C, 
sob agitação magnética constante (350 rpm). Alíquotas (500 µL) foram retiradas em 
intervalos de tempo de 30 min do compartimento receptor e, em seguida, foi realizada a 
reposição do meio. Monitorou-se a presença da GSNO íntegra, que se difundiu através das 
membranas por meio de sua banda de absorção característica em λ= 336 nm. Os resultados 
foram expressos pelo percentual de GSNO liberado para cada grupo (n = 3, replicadas por 
grupo experimental). A quantidade máxima de GSNO liberada foi calculada por meio da 
integral da curva de concentração molar por tempo (VERCELINO et al., 2013). 
 
I.3.6. Modelos matemáticos 
 
Para avaliar o mecanismo de liberação in vitro da GSNO, a partir de todas as 
matrizes poliméricas estudadas, aplicaram-se três modelos matemáticos às curvas 
cinéticas, a saber: Higuchi, Hixson-crowell and Korsmeyer-Peppas (Eq. I.3 - I.5): 
 
• Modelo de Higuchi: 
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𝑄𝑡 =  𝐾𝐻𝑡
1 2⁄  (Eq. I.3) 
 
Onde Qt é a quantidade cumulativa de fármaco liberado no tempo t, KH é a 
constante de liberação e t é o tempo (COSTA; LOBO, 2001; OSHIRO et al., 2014). 
 







Onde Qt/Q∞ é a fração de fármaco liberada no tempo t, KK é a constante de 
liberação e t é o tempo. Valores de n iguais ou menores do que 0,45 representam uma 
difusão Fickiana e valores de n maiores do que 0,45 são considerados anômalo, ou seja, 
difusão não Fickiana (COSTA; LOBO, 2001; OSHIRO et al., 2014). 
 
• Hixson-Crowell model: 
𝑄0
1 3⁄ − 𝑄𝑡
1 3⁄ =  𝐾𝑠𝑡  (Eq. I.5) 
 
Onde Q0 é a quantidade inicial de fármaco, Qt é a quantidade restante de fármaco 
no tempo t, e KS é a constante de liberação, que incorpora a taxa entre superfície e volume 
(COSTA; LOBO, 2001). 
Para avaliar qual dos modelos matemáticos se adequa melhor às matrizes 
poliméricas estudadas, realizou-se a regressão linear das curvas geradas por cada um dos 
modelos e calculou-se os valores do coeficiente de correlação (R2) (AKKARI et al., 2016; 
KORSMEYER et al.,1983). 
 
I.2. Resultados e discussão  
 
I.2.1. Raio hidrodinâmico (RH), índice de polidispersividade (PDI), potencial zeta (e 




 Os valores de RH das CS NPs foram semelhantes quando medidos pelos 
equipamentos (Malvern e ALV) a ângulos diferentes. Para o ângulo de 173º observou-se o 
valor de 123,1 ± 1,2 nm e para o ângulo de 90° observou-se o valor de 100,7 ± 0,1 nm 
(Figura I.4 A). Eldagir et al. (2014) revisou diversos artigos na literatura e constatou uma 
variação de diâmetro entre 250-400 nm para sistemas compostos por CS e TPP (ELGADIR 
et al., 2014), o RH obtido das CS NPs nesse estudo foi menor do que os valores publicados. 
Essa diferença encontrada pode estar relacionada a cinco fatores, sendo eles: (i) a 
velocidade do gotejamento; (ii) o tempo de agitação após o término do gotejamento; (iii) o 
pH da solução, (iv) a proporção entre CS e TPP e (v) o grau de desacetilação da CS (SIPOLI 
et al., 2015). 
Da mesma forma, os valores de polidispersividade (PDI) das CS NPs foram 
semelhantes quando medidos pelos equipamentos (Malvern e ALV) a ângulos diferentes. 
Observaram-se valores de 0,27 ± 0,02 para o ângulo 173º (Malvern) e 0,29 ± 0,02 para o 
ângulo 90º (ALV).  Dessa forma, é possível concluir que as CS NPs apresentam 
distribuição de tamanho homogênea e os resultados de RH e PDI são reprodutíveis. Os 
valores de PDI obtidos corroboram com resultados da literatura que variam entre 0,20 e 
0,30 para nanopartículas de CS e TPP sem a presença de ativos (SIPOLI et al., 2015). 
Shang et al. (2014) observaram que o RH e PDI influenciam as interações com células no 
meio biológico, envolvendo os processos de internalização, vias de sinalização, localização 
intracelular e citotoxicidade (SHANG; NIENHAUS; NIENHAUS, 2014).  
Figura I.4: (A) Medidas de espalhamento de luz dinâmico (DLS) de CS NPs. A correlação temporal (círculos 
pretos) e a distribuição de tempo de relaxação (círculos vazios) e (B) Medidas de espalhamento de luz estático 
(SLS) relacionadas a obtenção do RG das GSH-CS NPs por meio da aproximação de Guinier, ambas as análises 
em 90º utilizando o ALV/CGS-3.  
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 O valor de RG obtido para as CS NPs foi igual a 161,1 nm e com isso o fator de 
forma foi igual a 1,600, de acordo com a Eq. I.1 (Figura I.4 B). Esse resultado indica um 
formato esférico para as CS NPs, o que corrobora com as técnicas de imagem, as 
microscopias de força atômica e varredura, as quais estão descritas com maiores detalhes 
nos Anexos 1 e 2, respectivamente.  
 O potencial zeta está estritamente relacionado com o pH da solução, 
consequentemente com a protonação dos grupamentos amino da CS e a formação dos 
grupos NH3
+. O potencial zeta das GSH-CS NPs foi de + 19,6 ± 0,4 mV, indicando uma 
boa estabilidade em meio aquoso. O potencial positivo é esperado devido à presença de 
grupos amino (NH2) nas cadeias poliméricas da CS. Esses resultados corroboram com os 
dados da literatura, Bahrein et al. (2014) observaram um potencial zeta entre + 15 e + 25 
mV para CS NPs contendo a enzima, asparaginase e Elwerfalli et al. (2015) observaram 
um potencial zeta igual a + 30 mV para CS NPs contendo prometazina (BAHREINI et al., 
2014; ELWERFALLI et al., 2015).  
 
I.2.2. Eficiência de Encapsulamento  
 
A eficiência de encapsulamento da GSH nas CS NPs foi quantificada por meio da 
técnica de titulação da GSH com o DTNB sendo igual a 98,57 ± 0,01%. Esse dado 
corrobora os resultados publicados na literatura. Elwerfalli et al. (2015) observaram uma 
eficiência de encapsulamento de 99,7% para o anti-histamínico, prometazina, em 
nanopartículas de CS e TPP (ELWERFALLI et al., 2015) e Khalil et al. (2012) observaram 
94% de eficiência para a encapsulação da ciclodextrina em nanopartícula de CS e TPP 
(KHALIL et al., 2012). Esses resultados também corroboram artigos publicados pelo grupo 
de pesquisa, sendo que Seabra et al. (2014) publicaram uma eficiência de 99% para a MSA-
CS NPs (SEABRA et al., 2014) e Marcato et al. (2013), 80% para GSH-CS NPs 
(MARCATO et al., 2013) 
 
I.2.3. Análises reológicas 
 
A temperatura de transição sol-gel (Tgel), a viscosidade (η) e os módulos de 
viscosidade (Gʹ) e elasticidade (G"), em função da temperatura e da frequência, foram 
avaliados por meio de análises reológicas dos grupos PL, PL/GSH e PL/GSH-NPs. Os 
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principais resultados obtidos estão ilustrados na Figura I.5 e na Tabela I.2. O grupo 
contendo as CS NPs no hidrogel foi formulado como controle desse experimento e não 
apresentou diferença significativa dos outros grupos experimentais. 
 
Tabela I.2: Temperatura sol-gel (Tgel), módulo de viscosidade (G'), módulo de elasticidade (G'') 
e viscosidade das matrizes poliméricas estudadas. Cada resultado representa a média ± desvio 
padrão de dois experimentos. 
  G' (Pa) G'' (Pa) G'/G η 10ºC (mPa·s) η 32,5ºC (mPa·s) Tgel (ºC) 
PL 1044,0 246,0 4,24 395,20 5,21·106 16,26 
PL/GSH 200,40 94,70 2,12 398,40 3,52·106 16,42 
PL/GSH-NPs 827,80 205,30 4,03 383,50 3,50·106 17,87 
 
Observou-se que ao incorporar os aditivos, GSH, CS NPs ou ambos, no hidrogel de 
PL ocorreu um aumento da Tgel em relação ao PL. Esse aumento foi mais acentuado no 
grupo contendo GSH e CS NPs que foi 10 % maior do que o PL (Figura I.5 e na Tabela 
I.2). Os aditivos, GSH e CS NPs, apresentam caráter hidrofílico e, portanto, espera-se que 
se concentrem na região intermicelar, e não no núcleo da micela. Dessa forma, o aumento 
da Tgel após a incorporação dos aditivos pode ser atribuído ao efeito salting out devido à 
desidratação das unidades de óxido de propileno (OP), o que facilita a agregação das 
micelas (SADEGHI; JAHANI, 2012). 
Esse resultado corrobora com a literatura. Akkari et al. (2016) observaram um 
aumento de 20 % na Tgel ao incorporar ciclodextrinas ao PL (AKKARI et al., 2016), e Liu 
et al. (2015) demonstraram o mesmo efeito em outros copolímeros da família do PL (LIU; 
BAO; LI, 2015). A razão entre o G'/G'' mostra que o módulo da viscosidade é maior do que 
a elasticidade e, ao incorporar as CS NPs, essa razão aumenta para valores próximos de 3 
(Tabela I.2). O mesmo comportamento pode ser observado com a viscosidade, que aumenta 
após a incorporação dos aditivos. Esse comportamento pode ser atribuído à alta elasticidade 
do gel que retém a dissipação de energia (JAIN et al., 2014). Esse resultado corrobora com 
o estudo publicado por Jain et al. (2014) que incorporaram NPs lipídicas sólidas ao gel 
polimérico de carbopol (JAIN et al., 2014). 
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O espectro mecânico dos grupos experimentais (Figura I.5 B) demonstra que após 
incorporação dos aditivos a estabilidade do hidrogel se manteve, logo, a adição das CS NPs 
não teria influência significativa na bioaderência do hidrogel na pele.  
 
I.2.4. Cinéticas de liberação do NO 
 
A cinética de liberação do NO a partir dos grupos GSNO, GSNO-CS NPs, 
PL/GSNO e PL/GSNO foi monitorada por meio das mudanças espectrais em λ = 545 nm 
a 37ºC. Essa banda está associada com a quebra homolítica da ligação S-N da GSNO e, 
Figura I.5: Análises reológicas dos grupos PL, PL/GSH, e PL/GSH-GSH-CS NPs, sendo em 
(A) os módulos de elasticidade (G') e viscosidade (G''), em função da temperatura com o valor 
de frequência fixados em 1.0 Hz (n=2) e em (B) o espectro mecânico, com os módulos G' e G'', 
em função da frequência com o valor de temperatura fixado em 32,5ºC (n=2). O desvio padrão 
foi menor do que 10%, e as barras de erros foram omitidas para manter a clareza do gráfico. 
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consequentemente, com a liberação do NO (CARDOZO et al., 2014). A Figura I.6 mostra 
que o NO é liberado de maneira espontânea a partir de todas as matrizes poliméricas 
estudadas. O perfil observado das cinéticas apresenta um comportamento semelhante entre 
os grupos GSNO, GSNO-CS NPs e PL/GSNO, que pode ser descrito pela rápida 
velocidade inicial (até 4 h de monitoramento), seguido por uma diminuição da velocidade 
após 6 h de monitoramento.  
Perfis de liberação semelhantes de NO a partir de RSNOs foram reportados para 
NPs de CS e alginato (CARDOZO et al., 2014), NPs poliméricas contendo GSNO (WU et 
al., 2015), poliéster polinitrosado (SEABRA et al., 2005) e hidrogel contendo GSNO 
(VERCELINO et al., 2013). Cabe-se ressaltar que a utilização dos RSNOs como doadores 
espontâneos de NO não produz subprodutos tóxicos, em contraste com outros doadores do 
NO, por exemplo os NONOatos que podem liberar aminas secundárias (BASUDHAR et 
al., 2015).  
Os grupos GSNO e GSNO-CS NPs apresentaram velocidades iniciais semelhantes, 
sendo 2,3, e 2,0 mmol·L-1h-1, respectivamente. Em contrapartida, o PL/GSNO apresentou 
uma velocidade inicial 1,4 vezes menor do que o grupo GSNO, sendo igual a 1,6 mmol·L-
1h-1. O papel mecânico do solvente atua como uma gaiola no processo de decomposição 
térmica dos RSNOs (efeito gaiola), dessa forma, as potenciais aplicações biomédicas dos 
RSNOs requerem matrizes que exerçam esse efeito sobre o grupamento S-NO. De acordo 
Figura I.5: Cinéticas de liberação de NO a partir dos grupos GSNO, GSNO-CS NPs, PL/GSNO 
e PL/GSNO-NPs. A concentração de GSNO inicial em todos os grupos experimentais foi igual 
a 50 mmol·L-1. Cada ponto representa a média de três experimentos independentes e a barra o 




com o efeito gaiola, espera-se que a velocidade inicial dos RSNOs, incorporados a matrizes 
poliméricas viscosas, seja reduzida em relação à velocidade da solução aquosa, como 
observado no grupo PL/GSNO comparado com o GSNO livre.  
A mistura, PL/GSNO-NPs, apresentou um perfil de liberação diferente, composto 
por uma velocidade de liberação do NO rápida nas primeiras 4 h (0,33 ± 0,035 mmol·L-1h-
1) e, em seguida, observa-se o estabelecimento de um plateau no qual a velocidade de 
liberação de NO foi de 21,0 ± 0,1 mmol·L-1, a partir desse ponto, a taxa de liberação de 
NO manteve-se constante por pelo menos 8 h.  
A liberação do NO, a partir de todas as matrizes poliméricas, está relacionada 
principalmente com um processo de difusão. No caso das GSNO-CS NPs, a difusão ocorre 
por meio de poros presentes na parede da nanopartícula, portanto, a camada polimérica age 
como uma barreira fazendo com que a decomposição da GSNO no grupo GSNO-CS NPs 
seja mais lenta do que a GSNO livre (não incorporada) (MARCATO et al., 2013). No caso 
da PL/GSNO a diminuição da velocidade da liberação de NO, a partir da decomposição da 
GSNO, ocorre devido ao efeito gaiola, imposto pela viscosidade da matriz polimérica 
(SHISHIDO et al., 2003). 
 No caso da mistura, composta pela nanopartícula e pela matriz polimérica do PL, 
a liberação do NO é modulada de maneira conjunta pela (i) camada polimérica da 
nanopartícula e (ii) pelo efeito gaiola exercido pela matriz polimérica do PL. A viscosidade 
medida pela reologia foi semelhante entre os grupos PL/GSNO e PL/GSNO-CS NPs o que 
sugere que a incorporação da nanopartícula no hidrogel de PL modificou 
significativamente o perfil de liberação de NO. Esse efeito pode estar relacionado à 
presença de nanopartículas nos espaços intermicelares, o que desidrata as unidade de PO 
do PL causando a agregação das micelas (efeito salting out). Essa modificação da estrutura 
do PL pode alterar o perfil da cinética de decomposição da GSNO na mistura de GSNO-
CS NPs e PL. Esse efeito permite o uso dessa matriz para aplicações biomédicas, pois 
promove a liberação sustentada do NO devido ao efeito gaiola e à incorporação do doador 
de NO bem como a formulação semissólida a temperaturas fisiológicas permite a sua 
aplicação tópica aumentando o contato da matriz com a pele. 
 
I.2.5. Liberação e permeação de GSNO a partir das matrizes poliméricas 
 
Para avaliar o perfil de liberação da GSNO in vitro, a partir das matrizes 
poliméricas, utilizou-se uma célula de difusão vertical e uma membrana hidrofílica com 
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poros de 450 nm. A Figura I.7 ilustra as cinéticas de liberação da GSNO a partir dos 
seguintes grupos GSNO, GSNO-CS NPs, PL/GSNO e PL/GSNO-NPs. Todos os grupos 
experimentais apresentaram um perfil que pode ser dividido em duas fases: a primeira, que 
ocorre durante a primeira hora e apresenta um rápido aumento da taxa de liberação da 
GSNO e a segunda, que mostra a liberação da GSNO sustentada por pelo menos 4,5 h. 
 
A quantidade total de GSNO liberada após 4,5 h foi 4,22; 2,72; 1,26 e 1,96 mmol·L-
1 para os grupos GSNO livre, GSNO-CS NPs, PL/GSNO e PL/GSNO-NPs, 
respectivamente. Portanto, a incorporação da GSNO nas matrizes poliméricas tornou a sua 
liberação mais sustentada viabilizando a sua aplicação tópica. O grupo PL/GSNO-NPs 
apresentou um comportamento intermediário aos grupos GSNO-CS NPs e PL/GSNO, 
esses resultados validam os resultados obtidos da cinética de liberação de NO livre. A 
principal vantagem do sistema PL/GSNO-NPs em comparação com o grupo PL/GSNO se 
baseia no fato de que a presença das CS NPs poderia proteger o doador de NO (GSNO) de 
ser prematuramente inativado no meio biológico.  
Nos ensaios in vitro de permeação da GSNO, utilizou-se uma célula de difusão 
vertical e uma membrana hidrofóbica com poros de 30 a 50 nm (Strat-M, Millipore), a que 
mimetiza a pele humana. Dentro do limite de detecção do espectrofotômetro, não foi 
observada a permeação da molécula íntegra da GSNO através da membrana que mimetiza 
Figura I.7: Liberação in vitro da GSNO íntegra a partir das matrizes poliméricas estudadas, 
GSNO, GSNO-CS NPs, PL/GSNO e PL/GSNO-NPs. Cada ponto representa a média de três 





a pele humana. Esse resultado está de acordo com o esperado, já que a GSNO é uma 
molécula hidrofílica, logo, não é esperado que ela atravesse membranas hidrofóbicas ou o 
stratum corneum. Na pele humana existem apêndices como glândulas sebáceas e folículos 
capilares que podem agir como rotas de penetração para moléculas hidrofílicas, entretanto, 
representam apenas 1% da área da pele (VERCELINO et al., 2013). Esse resultado está de 
acordo com a literatura, Vercelino et al. (2013) observaram que a GSNO não permeia a 
pele, nesse estudo utilizou-se como membrana orelha de porco e as análise das alíquotas 
foram realizados por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) (VERCELINO et al., 
2013). Logo, pode-se concluir que a GSNO não é permeada em quantidades significativas 
ao utilizar uma membrana hidrofóbica.  
As constantes de liberação (K) e os coeficientes (R²) aplicados às curvas cinéticas 
de liberação de GSNO, estão ilustrados na Tabela I.3. Utilizaram-se três modelos 
matemáticos, Higuchi, Hixson-Crowell e Korsmeyer-Peppas. O modelo apresentado por 
Higughi descreve a liberação de drogas como um processo de difusão, de acordo com a lei 
de Fick. Hixson-Crowell descreveram um modelo relacionado com a erosão da matriz 
polimérica na qual um princípio ativo está inserido (COSTA; LOBO, 2001). E, por fim, o 
modelo descrito por Korsmeyer-Peppas permite caracterizar diversos mecanismos de 
liberação, dependendo do valor do coeficiente de liberação (n). Sendo que, n < 0,5 indica 
uma difusão Fickiana; n = 0,5 indica uma difusão Fickiana clássica (Higuchi); 0,5< n < 1,0 
indica uma difusão não Fickiana e n > 1,0 indica um mecanismo anômalo. De acordo com 
o R2 (Tabela I.3), o modelo que melhor descreve a liberação de GSNO em todos os ensaios 
de liberação in vitro é o de Higuchi, o que indica uma difusão Fickiana clássica e, tais 
resultados, corroboram com o modelo de Kosmeryer-Peppas, uma vez que os valores do 
coeficiente de liberação (n) são iguais ou semelhantes a 0,5.  
Do mesmo modo, a liberação da GSNO, a partir das GSNO-CS NPs, apresentou 
um baixo coeficiente de correlação para o modelo de Hixson-Crowell e isso indica que não 
houve uma erosão da partícula de forma significativa ao longo das 4,5 h do experimento 
de liberação. 
Pode-se observar que o valor de K (Tabela I.2) da liberação da GSNO a partir do 
grupo GSNO livre foi aproximadamente 2 vezes maior do que o valor de K para GSNO-
CS NPs, comprovando que ao incorporar a GSNO em uma matriz polimérica é possível 
reduzir sua velocidade de liberação, o grupo PL/GSNO-GSNO-NPs apresentou um 
comportamento intermediário entre os grupos PL/GSNO e GSNO-CS NPs, em relação à 




Tabela I.3: Modelos matemáticos aplicados as matrizes poliméricas estudadas, assim 
como, os valores de R2 e das respectivas constantes. 
 
Os resultados corroboram os dados da literatura. Kim et al. (2015) observaram uma 
difusão Fickiana do NO a partir de um filme de CS descrita pelo modelo de Korsmeyer-
Peppas (KIM et al., 2015) e Marcato et al. (2013) também observaram uma difusão 
Fickiana do NO de NPs de alginato e CS melhor descrito pelo modelo de Korsmeyer-
Peppas (MARCATO et al., 2013). Ainda, sobre as matrizes poliméricas de PL, Akkari et 
al. (2016) observaram uma difusão Fickiana para a budesonida incorporada no PL, também 
melhor descrita pelo modelo de Korsmeyer-Peppas (AKKARI et al., 2016) e Marras-
Marquez et al. (2015) também observaram uma difusão Fickiana, modelo de Korsmeyer-
Peppas, para a pectina em hidrogéis de PL (MARRAS-MARQUEZ; PENA; VEIGA-
OCHOA, 2015). 
As sínteses das formulações foram realizadas com sucesso, as nanopartículas 
apresentaram uma distribuição de tamanho homogênea, formato esférico e alta eficiência 
de incorporação do doador de NO. O hidrogel de PL a 30% m/v é capaz de gelificar a 
temperaturas maiores do que 16,0ºC. Essa característica é interessante para aplicações 
dermatológicas, pois, em temperaturas ambientes e fisiológicas o hidrogel encontra-se na 
forma semissólida. A matriz do PL é viscosa e diminui a degradação térmica da GSNO 
devido ao efeito gaiola e a incorporação de nanopartículas no PL modifica o perfil cinético 
do PL/GSNO. A mistura entre a nanopartícula e o hidrogel de PL é um material novo que 
apresenta potencial para aplicações biomédicas tópicas.   
Grupos 
experimentais 
Higuchi Kosmeyer-Peppas Hixson-Crowell 
R² KH (%·h
‾1/2) R² n Kk (%·h
-n) R² Ks (%·h
-1/3) 
GSNO 0,989 17,711 0,984 0,516 3,281 0,855 -4,144 
GSNO-CS NPs 0,996 8,772 0,974 0,350 2,239 0,826 -2,564 
PL/GSNO 0,976 4,197 0,979 0,402 2,523 0,941 -1,669 
PL/GSNO-GSNO-
NPs 
0,976 6,837 0,985 0,493 3,112 0,911 -2,356 
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CAPÍTULO II – Avaliação da permeação do NO a partir da aplicação 
tópica de GSNO-CS NPs e irradiação UV utilizando modelo ex vivo  
 
As taxas de doenças cardiológicas em países próximos a linha do Equador (latitude 
~ 0) são menores do que em países mais distantes (latitude > 0) (LAW; MORRIS, 1998; 
WELLER, 2016). O estudo publicado, em 1998, pelos autores Law e Morris relacionou o 
risco de doença cardiovascular em função da latitude (Figura II.1 A). Os resultados 
mostram a seguinte tendência: quanto maior a latitude, maior o risco de doença 
cardiovascular do indivíduo. Por exemplo, um indivíduo que mora na Escócia (Edimburgo, 
55º de latitude) apresenta risco de doença cardiovascular 20% maior do que um indivíduo 
que mora em Londres (Inglaterra, 50º de latitude) (LAW; MORRIS, 1998). Embora esse 
estudo tenha sido realizado há quase 20 anos, conclusões análogas são encontradas em 
artigos mais recentes (WELLER, 2016). Em 2016, o Prof. Dr. Richard Weller reportou um 
resultado semelhante relacionando a pressão sanguínea e a latitude (Figura II.1 B), esses 
resultados mostram que um indivíduo que mora no Brasil (São Paulo, 22° de latitude) 
apresenta pressão sanguínea aproximadamente 10% menor do que indivíduos que moram 
na Escócia (Edimburgo, 55° de latitude) (WELLER, 2016).  
Figura II.1: Risco de doença cardiovascular vs latitude. (A) Risco relativo de doença cardiovascular 
em função da latitude, adaptado de Law e Morris, 1998 e (B) pressão sanguínea sistólica em função 
dos graus de latitude, adaptação de Weller, 2016. A seta de duas pontas vermelha indica a diferença 




 Essa grande variação da pressão sanguínea e do risco de doença vascular está 
ilustrada pela seta vermelha de duas pontas em ambos os painéis A e B da Figura II.1. Esse 
fato pode ser atribuído à diferença de incidência solar nas cidades localizadas em diferentes 
latitudes. Indivíduos com elevados/suficientes níveis de vitamina D apresentam menores 
taxas de doenças cardiovasculares e câncer (NORMAN; POWELL, 2014). O Prof. Dr. 
Richard Weller e seus colaboradores propuseram que a vitamina D é apenas um marcador 
que determina os níveis de exposição solar do indivíduo e que os efeitos benéficos no 
sistemas cardiovascular não se referem apenas a vitamina D, mas com processos mediados 
pela radiação solar.  
A pele apresenta grandes estoques de espécies reativas de nitrogênio/oxigênio 
(NOx) nas camadas da epiderme e da derme, esses estoques são compostos por nitrito 
(NO2), nitrato (NO3) e RSNOs, que podem ser relativamente estáveis. A luz solar é 
responsável por liberar o NO bioativo desses depósitos de NOX presentes na pele, o qual 
se difundiria da pele para a corrente sanguínea, causando a vasodilatação e, dessa forma, 
diminuindo a pressão arterial. Ou seja, o NO presente na pele humana, na forma de NOx 
(NO2, NO3, RSNOs) seria capaz de controlar a pressão arterial e essa modulação ocorre 
através da exposição da pele à luz solar (Figura II.2). 
Figura II.2: Representação esquemática da ação da radiação solar nos estoques de NO na pele 
humana e seus efeitos benéficos no sistema cardiovascular. Os quadrados rosas representam a 




Liu et al. (2014) aplicaram irradiação UVA em um grupo de pacientes saudáveis; 
após a aplicação, os pacientes apresentaram uma vasodilatação local e uma diminuição da 
pressão arterial (LIU et al., 2014). Apesar da radiação solar apresentar efeitos negativos, 
como o aumento da incidência de câncer de pele e o envelhecimento precoce, ela também 
está relacionada com a manutenção da homeostase do organismo por meio da modulação 
de estoques de NO na pele humana e da regulação da pressão arterial (WELLER, 2016). 
Conforme publicado pelo grupo do Prof. Richard Weller: “The future is bright — let a little 
sunshine into your heart” (FEELISCH et al., 2010). 
 Nesse contexto, o principal objetivo deste estudo foi avaliar se a aplicação tópica 
de doadores de NO seriam capazes de modular os estoques de NOx na pele humana no 
escuro e sob irradiação UV, maiores detalhes sobre esse estudo encontram-se no Anexo 1. 
Esse estudo foi realizado em parceria com o Prof. Dr. Richard Weller e seu aluno de pós-
doutorado Chen Xao na Universidade de Edimburgo na Escócia durante o estágio da aluna 
no período de novembro a dezembro de 2015. Esse projeto foi fomentado pela Royal 
Society e intitulado Nitric oxide donors to augment cutaneous nitrogen oxide stores com o 




II.1.1. Síntese das nanopartículas 
 
 Os materiais utilizados para os ensaios de permeação cutânea, são as seguintes: a 
nanopartícula de CS e TPP contendo GSH ou GSNO nas concentrações de 100 mmol·L-1 
(GSH-CS NPs ou GSNO-CS NPs, respectivamente) preparados de acordo com os 




II.1.2.1. Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS) 
 
A composição da superfície das GSH-CS NPs foi analisada pela técnica de 
espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS) (Thermo Fisher Scientific, 
UK). O equipamento foi utilizado com um analisador hemisférico de elétrons e um ânodo 
de alumínio como fonte de raios X (Kα = 1486,6 eV) e resolução de energia igual a ~1 eV. 
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A composição atômica das CS NPs foi determinada pela integração dos picos do núcleo 
das mesmas.  
 
II.1.2.2. Microscopia de força atômica (MFA) 
 
 Imagens de topografia e de contraste das CS NPs foram obtidas simultaneamente 
no microscópio de força atômica (MFA) NX-10 (Park System) no modo tapping. Para isso, 
utilizou-se uma sonda de alta resolução com 1 nm de raio (K = 42 N·m-1) com frequência 
de ressonância entre 260-320 kHz. A imagem de contraste de fase do MFA revela maiores 
detalhes da superfície da nanopartícula, pois, permite detectar as propriedades 
viscoelásticas dissipadas (fase químico dependente). Antes das medidas de MFA, 
depositaram-se 10 µL de GSH-CS NPs numa superfície de sílica e, em seguida, permitiu-
se o material evaporar a temperatura ambiente. O sistema de escaneamento é fechado, 
contendo uma câmara de controle de temperatura e humidade relativa.  
 
II.1.2.3. Permeação ex vivo 
 
Os ensaios de permeação ex vivo foram realizados em colaboração com o Prof. Dr.  
Richard Weller (Universidade de Edimburgo, Escócia) durante o referido estágio da aluna. 
A pele utilizada nos experimentos foi obtida a partir de procedimentos de abdominoplastia 
pelo departamento de cirurgia plástica. Antes da pele ser seccionada em 1 cm² (Figura II.3), 
a mesma foi incubada por 12 h com 4,5-diacetato diaminofluoresceína (DAF-2DA, 
cromóforo de NO). O DAF-2DA é hidrolisado em meio intracelular e na ausência do NO 
não emite fluorescência, entretanto, na presença do NO emite uma fluorescência verde 
tornando possível detectar e quantificar o NO presente no tecido, essa etapa está ilustrada 
na Figura II.4. 
Os grupos experimentais GSNO-CS NPs (concentração de GSNO igual a 100 
mmol·L-1) e CS NPs (concentração de GSH igual a 100 mmol·L-1) foram aplicados sob a 
camada externa da pele a fim de mimetizar a aplicação dermatológica clínica. Para isso, 
aplicou-se o volume de 200 µL de CS NPs ou GSNO-CS NPs na epiderme (sob a camada 
íntegra de stratum corneum) por um período de 6 h a 37ºC. O grupo controle desse 
experimento foi a pele sem tratamento algum. Imediatamente após o término da incubação, 
as amostras foram lavadas utilizando tampão PBS (pH 7,4) com o objetivo de retirar as 
nanopartículas, e as secções de pele foram expostas a radiação ultravioleta λ = 290 nm por 
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20 min (6,5 J·cm²), após a irradiação as mesmas foram congeladas utilizando nitrogênio 
líquido até formarem um bloco compacto. O bloco contendo a pele foi cortado 
transversalmente, numa espessura de aproximadamente 10 µm, utilizando um criotasto 
(Leica, CM3050). Os cortes foram diretamente colocados nas lâminas e aplicaram-se uma 
solução de fixação sob os cortes e, em seguida, os mesmos foram cobertos com lamínulas. 
As lâminas foram avaliadas utilizando microscópio confocal (Leica TCS SP5 X). A partir 
das imagens coletadas quantificou-se a intensidade de NO por área utilizando o software 
Fiji Image. Os resultados foram analisados pela ANOVA de uma via seguido pelo teste de 
Tukey (P < 0,05).  
Figura II.3: Preparação das secções da pele utilizadas nos experimentos ex vivo, sendo 
que cada secção é circular com 1 cm de diâmetro.  





Utilizando as seções de tecido da pele ex vivo, realizou-se o protocolo de 
imunohistoquímica (IMC) para avaliar a presença de S-nitrosotióis (RSNOs) na epiderme 
após a aplicação de GSNO-CS NPs (concentração de GSNO 100 mmol L-1) na epiderme 
íntegra. Para isso, foram utilizados dois anticorpos, o anti-S-nitrosocisteína monoclonal 
como anticorpo primário e o anticorpo secundário, anti-camundongo F(ab)² fragmentos 
conjugados com isotiocianato de floreresceina (FITC). Os resultados também foram 
avaliados utilizando microscopia confocal e analisados utilizando o software Fiji Image. 
 
II.2. Resultados e Discussão 
 
 As imagens representativas de CS NPs obtidas por microscopia de força atômica 
(MFA) estão ilustradas nas Figuras II.5 A - D. Observa-se que as nanopartículas 
apresentam formato esférico com tamanho hidrodinâmico médio igual a 21,7 ± 3,8 nm. 
Nanopartículas hidrofílicas, menores do que 40 nm, penetram de maneira mais eficiente na 
pele, pois utilizam a rota alternativa por meio dos apêndices para atingir os tecidos mais 
profundos (ZHANG et al., 2013). As imagens de MFA também mostraram que a parte 
interna das nanopartículas é mais escura do que a externa, esse resultado indica que a 
nanopartícula apresenta uma estrutura core-shell.  
As análises de XPS das GSH-CS NPs indicaram que a parte interior da 
nanopartícula é composta, principalmente, por GSH e a parte exterior por CS. Essa 
estrutura é interessante pois demonstrou que a camada externa de quitosana é responsável 
por proteger o doador de NO e evitar que ele seja desativado antes de chegar no tecido 
alvo. Esse resultado corrobora com as medidas de alta eficiência de incorporação do doador 
de NO nas nanopartículas, como mostrado no capítulo I.  
A suspensão de GSNO-CS NPs (concentração de GSNO igual a 100 mmol·L-1) foi 
aplicada na camada da epiderme de secções de pele ex vivo para investigar se o NO 
consegue permear a pele e modular os estoques de NOx, presentes na epiderme e derme. 
As secções da pele tratadas com suspensão de GSNO-CS NPs, foram submetidas a duas 
condições: no escuro e sob irradiação UV (290 nm) por 20 min. Utilizou-se o comprimento 
de onda igual a 290 nm pois estudos do grupo de pesquisa do Prof. Dr. Richard Weller 
mostraram que é essa a condição de irradiação ótima para aumentar o estoque de NO na 
pele humana (dados ainda não publicados) (PELEGRINO et al., 2017).  
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A Figura II.6 apresenta a intensidade de florescência média (unidades arbitrárias, 
UA) das secções da pele humana após os seguintes tratamentos (i) pele sem tratamento no 
escuro; (ii) pele pré-tratada com GSH-CS NPs no escuro; (iii) pele pré-tratada com GSNO-
CS NPs no escuro; (iv) pele sem tratamento exposta a irradiação UV por 20 min; (v) pele 
pré-tratada com GSH-CS NPs exposta a irradiação UV por 20 min e (vi) pele pré-tratada 
com GSNO-CS NPs exposta a irradiação UV por 20 min. Observa-se que a aplicação tópica 
de GSNO-CS NPs aumentou significativamente a intensidade da fluorescência em ambos 
os grupos, no escuro e irradiado, comparado com o controle. O grupo GSNO-CS NPs 
aumentou em ca. 2 vezes os níveis de NO em comparação com o grupo GSH-CS NPs no 
escuro. O grupo GSNO-CS NPs irradiado aumentou em 2,3 vezes os níveis de NO 
comparado ao grupo GSH-CS NPs irradiado. Dessa forma, pode-se observar que o NO 
consegue permear a pele humana quando doadores de NO incorporados em CS NPs são 
aplicados na região da epiderme. Por ser uma molécula relativamente pequena e lipofílica, 
o NO é capaz de se difundir através das camadas da pele.  
Figura II.5: Imagens obtidas por meio de microscopia de força atômica (MFA), sendo 
que os painéis (A, C) mostram a topografia e (B, D) contraste de fase da GSH-CS NPs 





A irradiação UV aumentou a intensidade de fluorescência em todos os grupos, 
comparado com os grupos na condição escuro. Isso se deve à presença de estoques de NOx 
na pele humana que, sob irradiação, geram o NO (conforme esquematizado na Figura II.2). 
Dessa maneira, os resultados demonstram que a aplicação tópica de GSNO-CS NPs no 
escuro e sob irradiação UV aumentou de maneira significativa os níveis de NO na pele 
humana e que o tratamento combinado de GSNO-CS NPs seguido por irradiação UV levou 
a maior detecção de NO na epiderme.  
A Figura II.7 mostra os resultados preliminares das análises de imunohistoquímica 
utilizando anticorpos que marcam RSNOs. Os resultados mostram que não houve um 
aumento dos RSNOs após o tratamento com a GSNO-CS NPs, esse resultado indica que 
apenas o NO livre está penetrando a epiderme, entretanto ainda é necessário repetir as 
análises (VERCELINO et al., 2013). 
Figura II.6: Permeação de NO através da pele humana ex vivo após o tratamento com GSNO-CS NPs (GSNO 
concentração de 100 mmol∙L-1) por 6 h, seguido de 20 min de irradiação UV (290 nm), comparado com a 
condição no escuro. Intensidade de florescência média (UA, unidade arbitrarias) de acordo com a presença de 
NO na epiderme das secções de pele (n = 6) de: (i) pele sem tratamento no escuro; (ii) pele pré-tratada com 
GSH-CS NPs no escuro; (iii) pele pré-tratada com GSNO-CS NPs no escuro; (iv) pele sem tratamento exposta 
a irradiação UV por 20 min; (v) pele pré-tratada com GSH-CS NPs exposta a irradiação UV por 20 min e (vi) 
pele pré-tratada com GSNO-CS NPs exposta a irradiação UV por 20 min . * P < 0.05 (Adaptado de Pelegrino 
et al. 2017). 
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Portanto, a aplicação tópica de GSNO-CS NPs foi capaz de enriquecer os níveis de 
NO na pele, esse resultado está associado à difusão transdérmica do NO livre. Esse 
resultado corrobora com dados da literatura, Vercelino et al. (2013) aplicaram PL/GSNO 
100 mmol·L-1 no antebraço de um grupo de pacientes saudáveis e após 10 min pode-se 
observar uma vasodilatação na área da aplicação (VERCELINO et al., 2013).   
As GSNO-CS NPs apresentam propriedades químicas, estruturais e morfológicas 
adequadas para entregar o NO de maneira eficientemente através da pele. Os resultados 
destacam o potencial terapêutico da aplicação de radiação UV em secções de pele pré-
tratada GSNO-CS NPs, esse efeito é original. Ainda, os resultados mostram que o 
tratamento pode aumentar os níveis de NO na pele causando efeitos locais (vasodilatação) 
ou sistêmicos (sistema cardiovascular). Pretende-se repetir os experimentos utilizando a 
radiação no espectro da luz visível, bem como nos comprimentos de onda iguais a 545 e 
336 nm, pois, os mesmos estão relacionados com o máximo de absorção de luz dos S-
nitrosotióis (PELEGRINO et al., 2017; VERCELINO et al., 2013).  
  
Figura II.7: Análise imunohistoquímica da presença de s-nitrosoproteína na cama da epiderme das 
secções de pele ex vivo. A coluna preta é o grupo controle, a pele não tratada no escuro, e a coluna vermelha 
é o grupo da pele pré-tratada com GSNO-CS NPs por 6 h e mantido na condição no escuro.   
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CAPÍTULO III – Avaliação da citotoxicidade das CS NPs doadoras de 
NO em diferentes linhagens de células cancerígenas 
 
A aplicação conjunta de NPs e doadores de NO para uma ação oncológica têm 
mostrado resultados promissores (MUNAWEERA et al., 2015; RODRIGUES et al., 2016; 
BASUDHAR et al., 2015, SUCHYTA; SCHOENFISCH, 2015). Munaweera et al. (2015) 
reportaram o efeito sinérgico de NPs liberando NO e cisplatina em células de câncer do 
pulmão (MUNAWEERA et al., 2015). Rodrigues e coautores demonstraram que o 
complexo de rutênio nitrosil, doador de NO, está relacionado com o processo de apoptose 
em células de carcinomas do fígado (HepG2) (RODRIGUES et al., 2016). Suschyta e 
Schoenfisch encapsularam doadores de NO em lipossomos e observaram uma 
citotoxicidade em células de câncer de pâncreas (SUCHYTA; SCHOENFISCH, 2015). 
Destaque-se que alguns estudos apontam para o uso de doadores de NO como 
sensibilizadores de células tumorais, que agem em conjunto com os tratamentos 
quimioterápicos tradicionais (BONAVIDA; GARBAN, 2015; SCICINSKI et al., 2015; 
SEABRA et al., 2015a). Dessa forma, doadores de NO apresentam grande potencial de uso 
terapêutico no tratamento do câncer, de forma isolada ou conjunta com agentes 
quimioterápicos clássicos.  
O melanoma maligno é um tumor que se origina nos melanócitos e se manifesta 
preferencialmente na pele, o melanoma é responsável por 90% de todas as mortes 
relacionadas ao câncer de pele na Europa (GARBE et al., 2008). A população branca 
apresenta maiores casos de melanoma, sendo 10-15 casos a cada 100 000 indivíduos por 
ano na Europa e 15-25, nos Estados Unidos (GARBE et al., 2008). Os principais 
tratamentos que existem hoje para o melanoma são cirúrgicos, medicamentosos e 
quimioterápicos. O fármaco quimioterápico mais utilizado é o dacarbazine (DTIC), 
aprovado pela agência de segurança norte-americana (Food and Drug Administration, 
FDA) e o tratamento mais avançado (aprovado pela FDA em 2015) é o Yervoy, um agente 
de imunoterapia.  
Nesse estudo, desenvolveram-se CS NPs contendo S-nitroso-MSA (S-nitroso-MSA 
CS NPs) na concentração de 50 mmol·L-1 e avaliou-se a citotoxicidade contra células 
tumorais, com destaque para as células de melanoma. É interessante que a administração 
de nanopartículas poliméricas e NO no tratamento do câncer é uma estratégia relativamente 
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recente que precisa ser melhor explorada (SEABRA et al., 2015 a e b). Esse estudo foi 
realizado em parceria com o Prof. Dr. Tiago Rodrigues e sua aluna de mestrado, Letícia 




III.1.1. Síntese das nanopartículas 
 
 A nanopartícula de CS e TPP contendo MSA ou S-nitroso-MSA na concentração 
de 50 mmol·L-1, MSA-CS NPs ou S-nitroso-MSA-CS NP, respectivamente, foram 
preparados de acordo com os protocolos descritos no capítulo I. A nanopartícula 
denominada CS NPs foi sintetizada utilizando o mesmo protocolo, porém não se adicionou 




IIII.1.2.2. Espalhamento de luz dinâmico (DLS) 
 
 A caracterização por espalhamento de luz dinâmico (DLS) foi realizada de acordo 
com o protocolo descrito no capítulo I. Neste estudo, o objetivo da análise foi avaliar a 
estabilidade da dispersão em nanopartículas em água e em solução de fluido corporal (SBF) 
em função do tempo.  
 
III.1.2.3. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 
 
 A morfologia das MSA-CS NPs foi caracterizada pela microscopia eletrônica de 
varredura (MEV). Para isso, adicionou-se o volume de 20 μL de MSA-CS NPs no porta-
amostra de alumínio, e em seguida, deixou-se estabilizar por 2 min em alto-vácuo (Balt-
Tec MED 020, Liechtenstein). As análises foram realizadas utilizando a aceleração de 
voltagem igual a 2,0 keV (FEI Quanta 650 FEG). 
 




A avaliação da citotoxicidade foi realizada por meio do teste de redução de 
tetrazólio (MTT) em colaboração com o Prof. Dr. Tiago Rodrigues da Universidade 
Federal do ABC (UFABC). Para isso, foram utilizadas as linhagens celulares tumorais, 
melanoma (B16F10), leucemia (K562), leucemia resistente (Lucena-1) e como controle a 
linhagem celular saudável de melanócitos (Melan-A). As células foram incubadas em 
placas 96 de poços com 200 µL de DMEM alta glicose em 10% de SFB por 24 h em estufa 
com 5% de CO2 a 37ºC. Após o período de incubação, as seguintes formulações foram 
adicionadas às células, S-nitroso-MSA-CS NPs e CS NPs, nas concentrações ilustrada na 
Tabela III.1. As células foram incubadas por 24 h em estufa com 5% de CO2 a 37ºC. Após 
o período de incubação, foi adicionado 10 µL da solução de MTT (0,25 mg·mL-1) e as 
amostras foram incubadas por 4 h. Os cristais de formazan foram solubilizados pela adição 
de 100 µL de SDS 10% (m/v) (em HCl 0,01 mol·L-1) e incubados por 12 h em estufa com 
5% de CO2 a 37ºC. Após a leitura em 570 nm e 620 nm no leitor de placa (Biochrom, Asys 
Expert Plus Microplate Reader, USA), a porcentagem de células viáveis foi quantificada 
em relação ao controle, sem adição das nanopartículas (100%).  A concentração efetiva 
50% (EC50) foi determinada por meio da equação y = A1 + [(A2 - A1)/ (1 + 10(log x0 - 
x)p)], ajustada a uma curva dose-resposta não linear utilizando o software Origin 9.1 
(Microcal Software Inc., Northampton, MA, USA), onde A1 é o mínimo de y (fixado em 
0), A2 é o máximo de y (fixado em 100), log x 0 é igual a x quando y é igual a 50 e p é o 
fator de declive. 
 
Tabela III.1: Concentrações de CS NPs administradas e a respectiva concentração do 
MSA ou S-nitroso-MSA.  












III.2. Resultados e discussão 
 
 O raio hidrodinâmico (RH), o índice de polidispersividade (PDI) e o potencial zeta 
(das MSA-CS NPs foram medidos em diferentes pHs para avaliar a influência da força 
iônica do meio na estrutura da nanopartícula em função do tempo (0-24 h), como ilustrado 
na Figura III.1 A, B e C. As MSA-CS NPs foram dispersas em água deionizada (pH ~ 4) e 
em meio com pH fisiológico (pH ~7,4) utilizando como tampão o fluido corporal sintético 
(SBF). O SBF é um meio artificial que apresenta concentração iônica semelhante a do 
plasma sanguíneo.  
O RH, o PDI e o das MSA-CS NPs dispersas em água deionizada foram iguais a 
108,40 ± 0,96 nm, 0,26 ± 0,01 e +21,8 ± 1,1 mV, respectivamente. De maneira semelhante, 
o RH, o PDI e o das MSA-CS NPs dispersas em SBF foram iguais a 137,00 ± 5,44 nm, 
0,29 ± 0,03 e +15,6 ± 0,68 mV, respectivamente. Ainda que a dispersão de nanopartículas 
em água deionizada seja mais utilizada em experimentos de caracterização, é importante 
avaliar a nanopartícula em meio tamponado, o que permite avaliar a influência da força 
iônica na estrutura/estabilidade das nanopartículas. Os resultados mostram que o RH e o 
PDI não são significativamente afetados pela diferença de força iônica dos diferentes 
meios, o que indica que as MSA-CS NPs são adequadas para aplicações em meios 
biológicos.  
Os valores de  são positivos em suspensões de água e de SBF, assim como, nos 
diferentes tempos avaliados. Esse resultado é esperado e está relacionado com a carga 
positiva da CS. Os grupamentos amino da CS são protonados e ficam expostos na 
superfície da nanopartícula (CARDOZO et al., 2014). É interessante observar que em 
sistemas biológicos, nanopartículas com a superfície carregada positivamente possam 
interagir com moléculas carregadas negativamente, como o DNA ou superfície de células 
tumorais (ZOU et al., 2016).  
Os valores de RH das MSA-CS NPs dispersas em água e em SBF (Figura III.1 A) 
foram estáveis durante 24 h de monitoramento, o que indica a estabilidade coloidal do 
sistema (TSAI et al., 2011). Observou-se uma maior estabilidade em função do tempo das 
MSA-CS NPs suspensas em SBF, esse resultado destaca o potencial das NPs para 
aplicações biomédicas.  
Os valores de PDI das MSA-CS NPs em água e em SBF (Figura III.1 B) se 
concentraram entre 0,24 e 0,29, durante as 24 h de monitoramento. Esse resultado está de 
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acordo com dados da literatura, que reportam valores de PDI na faixa de 0,19 a 0,6, 
dependendo da proporção de CS e TPP durante a síntese (DOUNIGHI et al., 2012; 
CARDOZO et al., 2014; PELEGRINO et al., 2017 a e b). 
Os valores de das MSA-CS NPs suspensas em água e em SBF variaram de 22 a 
26 mV, após 24 h da preparação. Dessa forma, os resultados sugerem que as MSA-CS NPs 
em SBF são relativamente estáveis e não se agregam ou sedimentam durante pelo menos 
24 h.   
 
Figura III.1: Medidas do DLS em função do tempo para a MSA-CS NPs em suspensão de água e SBF após 
2, 4 e 24 h da preparação. (A) Raio hidrodinâmico médio (RH, nm), (B) PDI e (C) potencial zeta (Adaptado 
de Pelegrino et al. 2017) . 
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A forma das MSA-CS NPs foi avaliada por microscopia eletrônica de varredura 
(MEV) e está ilustrada nas Figuras III.2 A e B. As imagens revelam a formação da MSA-
CS NPs com formato esférico e tamanho nanométrico.  
As Figuras III.3 A, B e C mostram a viabilidade celular das linhagens celulares 
tumorais de B16F10 (melanoma), HepG2 (hepatocarcinoma), K562 (leucemia) e Lucena-
1 (leucemia resistentes e da linhagem celular saudável, Melan-A (melanócitos) incubadas 
com S-nitroso-MSA-CS NPs e CS NPs nas concentrações de 0,2 a 40 µg·mL-1. 
Figura III.2: Microscopia eletrônica de varredura (MEV) da MSA-CS NPs, observam-se 





Figura III.3: Citotoxicidade seletiva e específica do tratamento com S-nitroso-MSA-CS NPs 
em células tumorais. (A) Citotoxicidade do tratamento S-nitros-MSA-CS NPs em linhagens 
celulares de melanoma (B16F10) comparado com células saudáveis de melanócitos (Melan– 
A), (B) curvas de dose-resposta das linhagens K562, HepG2 e Lucena-1 tratadas com S-nitroso-
MSA-CS NPs e (C) comparação entre a citotoxicidade observada do tratamento com S-nitroso-
MSA CS NPs e com o CS NPs (ambas na concentração de 20 µg·mL-1) nas linhagens celulares 
K562, HepG2 e Lucena-1 (Adaptado de Pelegrino et al. 2017) . 
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A Figura III.3 A mostra a viabilidade celular das linhagens de Melan-A e B16F10 
incubadas com S-nitroso-MSA-CS NPs (5, 10, 20 e 40 μg·mL−1). As viabilidades celulares 
de ambas linhagens diminuíram de maneira dose-dependente da concentração de S-nitroso-
MSA-CS NPs. Entretanto, a diminuição da viabilidade celular foi significativamente maior 
no caso da linhagem tumoral de melanoma (B16F10), esse resultado foi evidenciado pelos 
valores de EC50 obtidos para as linhagens tumoral (B16F10) e saudável (Melan-A) que 
foram iguais a 10,5 ± 0,2 e 21,5 ± 0,3 μg·mL−1, respectivamente (Tabela III.2). Dessa 
forma, uma concentração de S-nitroso-MSA-CS NPs, capaz de diminuir significativamente 
a viabilidade celular da linhagem tumoral, causaria menor diminuição de viabilidade 
celular em uma linhagem saudável, essa especificidade é uma característica muito 
promissora no tratamento do câncer.  
 
Tabela III.2: Valores de concentração efetiva 50% (EC50) para diferentes linhagens de 
células incubadas com S-nitroso-MSA-CS NPs 
Linhagem 
celular 
Organismo/tecido/doença  EC50 
(μg·mL−1) 
B16F10 Rato/pele/melanoma 10,5 ± 0,2 
HepG2 Humano/fígado/hepatocarcinoma 19,7 ± 0,2 
K562 Humano/medula óssea/ leucemia mieloide crônica 22,8 ± 0,4 
Lucena-1 Humano/medula óssea/ leucemia mieloide crônica 27,8 ± 0,6 
Melan-A Rato/pele/melanócitos saudável  21,5 ± 0,3 
 
O fato de doadores de NO apresentarem mais especificidade em linhagens de 
células tumorais, resultando maior toxicidade às mesmas em relação às células saudáveis, 
ainda é debate de estudo. Basudhar et al., 2015 sintetizou um NANOato de aspirina e 
demonstrou a sua citotoxicidade para células de carcinoma de pulmão (A549) e uma 
significante diminuição da citotoxicidade para células saudáveis endoteliais (HUVECs) 
(BASUDHAR et al., 2015). Duong e coautores sintetizaram doadores de NO em 
combinação com nanopartículas cisplatina e observou-se uma citotoxicidade para células 
cancerígenas neuronais, enquanto a mesma toxicidade não foi observada em uma linha 
celular saudável (DUONG et al., 2015). Nossos resultados, assim como trabalhos 
publicados na literatura, indicam maior toxicidade do doador de NO frente às células 
tumorais, em comparação às respectivas linhagens de células saudáveis. 
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 A Figura III.3 B mostra a citotoxicidade das linhagens celulares tumorais K562, 
HepG2 e Lucena-1 incubados com o S-nitroso-MSA-CS NPs (0,2 - 40 µg·mL-1) por 24 h 
(Tabela III.2). Observou-se uma diminuição da viabilidade celular de todas as linhagens 
de forma dependente da concentração de S-nitroso-MSA-CS NPs. Esses resultados 
demonstram que o S-nitroso-MSA-CS NPs diminui a viabilidade de linhagens celulares 
diferentes, destacando a Lucena-1 que é um tipo de leucemia resistente ao tratamento 
oncológico tradicional.  
A Figura III.3 C mostra a viabilidade celular das linhagens K562, HepG2 e Lucena-
1 incubadas com S-nitroso-MSA-CS NPs e CS NPs, na maior concentração administrada 
(40 µg·mL-1). O grupo S-nitroso-MSA-CS NPs diminuiu significativamente a viabilidade 
celular de todas as linhagens celulares e obteve-se valores de EC50 iguais a 19,7 ± 0,2,   
22,8 ± 0,4 e 27,8 ± 0,6 para as linhagens celulares HepG2, K562 e Lucena-1, 
respectivamente. Em comparação, as mesmas linhagens, incubadas com o CS NPs, não 
apresentaram diminuição da viabilidade celular significativa, conforme o esperado.   
O principal mecanismo que descreve os efeitos do NO nas células tumorais ainda 
não está bem esclarecido, entretanto, está relacionado as modificações pós-traducionais de 
resíduos da cisteína em proteínas, por meio do processo de S-transnitrosação. Outro fator 
determinante para a toxicidade do NO é a geração de espécies reativas de 
oxigênio/nitrogênio, como N2O3, NO2 e ONOO
-, que podem danificar as funções de 
biomacromoléculas e iniciar o processo de apoptose/morte celular (BASUDHAR et al., 
2015). 
Dessa forma, as nanopartículas doadoras de NO foram sintetizadas, apresentando 
tamanho nanométrico cujos valores de RH, PDI e são estáveis em SBF, por pelo menos 
24 h, o que indica um potencial para aplicações biomédicas. Os ensaios biológicos 
demonstraram que as S-nitroso-MSA-CS NPs apresentam baixa citotoxicidade a células 
saudável (Melan-A) e, em contraste, apresentam alta toxicidade a linhagem celulares 
tumorais, com destaque ao melanoma (B16F10). O S-nitroso-MSA-CS NPs é um material 
com potencial para aplicações biomédicas em especial para o tratamento do câncer de pele 
do tipo melanoma. Os próximos estudos visam caracterizar o mecanismo de morte celular 
causado pela incubação com as S-nitroso-MSA-CS NPs e avaliar o potencial das S-nitroso-





CAPÍTULO IV – Ação protetora do NO contra o estresse abiótico em 
plantas 
 
 O estresse abiótico em plantas inclui diversos fatores como, alta salinidade, déficit 
hídrico, temperatura extremas e contaminação com metais pesados. A alta salinidade do 
solo pode limitar o crescimento e a produção de plantações e com isso estima-se que até 
20% das áreas cultivadas do planeta podem ser afetadas por problemas relacionados a alta 
salinidade do solo (SHRIVASTAVA; KUMAR, 2014). Ainda, esse problema pode ser 
acentuado por ações antropogênicas, como métodos de irrigação inadequados e 
desmatamento (YADAV et al., 2011). A alta salinidade do solo está relacionada com o 
aumento dos íons de sódio (Na+) e de cloro (Cl-) fazendo com que as células vegetais não 
tenham disponibilidade de água suficiente para manter todas as suas funções (OLIVEIRA 
et al., 2016). As funções celulares que ficam mais prejudicadas com a alta salinidade do 
solo são a fotossíntese, o crescimento foliar e radicular. Nesse contexto, o NO está 
envolvido nas rotas celular de crescimento e expansão das células vegetais (SEABRA; 
OLIVEIRA, 2016) e apresenta potencial para mitigar os efeitos deletérios causados por 
estresses abióticos.  
O uso de nanopartículas em agricultura é relativamente uma estratégia nova 
comparada ao seu uso em aplicações biomédicas (SAVITHRAMMA; ANKANNA; 
BHUMI, 2012). O uso de nanopartículas em agricultura apresenta as seguintes vantagens: 
(i) eficiência e segurança na liberação controlada de fertilizantes, pesticidas e herbicidas; 
(ii) a incorporação desses componentes em nanopartículas permite uma melhor estocagem 
e liberação controlada dos ativos agroquímicos diretamente no local de aplicação (DITTA, 
2012; GROVER; SINGH; VENKATESWARLU, 2012). O uso de nanopartículas e 
doadores de NO apresentam potencial na liberação controlada de NO in vivo em plantas.  
 Com isso, primeiramente avaliou-se o potencial do doador de NO, da S-
nitrosoglutationa (GSNO), no tratamento de plantas expostas ao estresse hídrico em 
colaboração com o Prof. Dr. Rafael Ribeiro e sua aluna de doutorado Neidiquele Silveira 
da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Logo, soluções de GSNO nas 
concentrações de 10 até 1000 µmol·L-1 foram pulverizadas nas plantas de cana de açúcar, 
Saccharum spp., e expostas ao estresse hídrico. Os resultados mostraram que o tratamento 
melhorou a fotossíntese e o crescimento radicular das plantas, maiores detalhes se 
encontram no Anexo 4.  
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 Em sequência, avaliou-se o potencial dos doadores de NO encapsulados em 
nanopartículas de quitosana para o tratamento de plantas expostas ao estresse salino. Esse 
estudo foi desenvolvido em colaboração com o Prof. Dr. Halley Oliveira e sua aluna da 
iniciação científica Bruna Gomes da Universidade Estadual de Londrina (UEL).  
A dispersão de nanopartículas contendo S-nitroso-MSA (S-nitroso-MSA-CS NPs) 
foi utilizada para irrigar as plantas de milho, Zea mays L., expostas a condição de salinidade 
com o objetivo de avaliar se o tratamento com a S-nitroso-MSA-CS NPs poderia mitigar 
os efeitos do estresse salino, maiores detalhes desses estudos encontram-se no Anexo 5. 
Ainda, esse estudo possibilitou o depósito de um pedido de patente para a aplicação de CS 
NPs liberando NO na agricultura, em específico em plantas sob estresse salino (PI BR 10 





IV.1.1. Tratamentos das plantas de milho com S-nitroso-MSA-CS NPs 
 
Os tratamentos foram divididos da seguinte forma: (i) controle, o qual recebeu 
apenas água destilada; (ii) controle negativo, o qual recebeu a solução aquosa de NaCl para 
induzir a condição de estresse abiótico de alta salinidade na planta; (iii) NaCl e S-nitroso-
MSA livre na concentração de 0,05 mmol·L-1; (iv) NaCl e S-nitroso-MSA livre na 
concentração de 0,1 mmol·L-1; (v) NaCl e S-nitroso-MSA encapsulado na CS NP (S-
nitroso-MSA-CS NP) na concentração de 0,05 mmol·L-1; (vi) NaCl e S-nitroso-MSA-CS 
NP na concentração de 0,1 mmol·L-1. 
Os tratamentos foram realizados uma vez ao dia durante três dias consecutivos, 
sendo iniciados três semanas após a semeadura. Cada vaso foi irrigado com 20 mL de NaCl 
a 0,3 mol·L-1, com exceção do tratamento controle que recebeu apenas água destilada.  
 
IV.1.2. Parâmetros morfológicos analisados 
 
As características morfológicas analisadas foram os sintomas visuais e a massa 
fresca e seca de duas regiões da planta, a raiz e a parte aérea. A avaliação visual ocorreu 
sete dias após o início dos tratamentos e foram selecionados dois vasos mais 
representativos dentro de cada tratamento. Para as análises de crescimento, as massas 
frescas e seca de raízes de dezesseis plantas foram determinadas no início dos tratamentos 
e os seus valores médios foram considerados o peso inicial (M0). Os mesmos parâmetros 
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foram considerados para as plantas que foram submetidas aos diferentes tratamentos sete 
dias depois (M7). As taxas de crescimento relativo de raízes e parte aérea (TCR, em mg·g
-
1·dia-1) foram calculadas de acordo com a Eq. V.1 (HUNT, 1982). Foram calculadas TCRs 




𝑁º 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑎𝑠 𝑑𝑒 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜
                                                                      Eq. V.1 
 
Para a determinação da massa fresca, as plantas foram retiradas dos vasos, lavadas 
em água corrente e separadas em raiz e parte aérea, as quais foram imediatamente pesadas. 
Para a determinação da massa seca, o material foi acondicionado individualmente em sacos 
de papel e seco em estufa à temperatura de 60°C até atingirem peso constante. Os resultados 
foram analisados pela ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey (P < 0,05).  
 
IV.1.3. Conteúdo de S-nitrosotióis (RSNOs) e nitrito nas folhas das plantas de milho 
 
 Seis dias após o início dos tratamentos nas plantas de milho selecionou-se folhas 
(~100 mg) para a análise do conteúdo de RSNOs e nitrito. Para a extração dos RSNOs e 
nitrito das células vegetais, as folhas foram maceradas em água deionizada e colocadas em 
banho ultrassom por 40 min. Os protocolos de detecção de RSNOs e nitrito foram 
realizados utilizando técnica amperométrica (SANTOS et al., 2016), é importante destacar 
que foram utilizados protocolos diferentes para a detecção de RSNOs e nitrito. Para isso, 
utilizou-se o amperômetro WPI TBR4100/1025 (World Precision Instruments Inc., 
Sarasota, FL, USA) com um sensor específico para NO (ISO-NOP 2 mm). Alíquotas de 
0,2 mL da suspensão de folhas foram adicionadas no compartimento de amostragem 
contendo 10 mL da solução de cloreto de cobre II (0,1 mol·L-1), para o protocolo de 
detecção de RSNOs. Esse meio redutor permite a detecção de NO livre a partir do conteúdo 
de RSNOs presentes na suspensão foliar. No caso da detecção de nitrito, o protocolo utiliza 
uma solução de iodeto de potássio (KI, 0,1 mol·L-1) em ácido sulfúrico (H2SO4, 0,1 mol·L
-
1) para reduzir o NO livre em nitrito. Os experimentos foram realizados em duplicada e as 
curvas de calibração foram realizadas a partir da S-nitrosoglutationa (GSNO) recém 
preparada para o protocolo de detecção de RSNOs e nitrito de sódio (NaNO2) para o 
protocolo de detecção de nitrito. Os resultados foram analisados pela ANOVA de uma via 




IV.2. Resultados e Discussão 
 
Na Figura V.1 podem ser observados os sintomas visuais das plantas de milho 
submetidas ao estresse salino após os tratamentos com os doadores de NO. A Figura V.1 
A mostra o grupo controle, o qual recebeu o mesmo volume de solução nutritiva como 
todos os outros vasos, no entanto, ao iniciar os tratamentos com as soluções ele passou a 
receber somente água, não ocorrendo nenhum estresse nas plantas. Sendo assim, as folhas 
se apresentaram mais túrgidas e verdes. A Figura IV.1 B representa plantas submetidas ao 
tratamento com NaCl, ou seja, plantas sob estresse abiótico de salinidade. As plantas nesse 
tratamento apresentaram-se menos vigorosas, as folhas apresentaram clorose, secaram, 
murcharam, além de apresentarem cor púrpura devido ao acúmulo de antocianina, sintomas 
típicos de salinidade em plantas de milho. 
As Figuras V.1 C e D mostram as plantas expostas ao estresse salino e tratadas com 
a rega de S-nitroso-MSA livre nas concentrações de 0,05 e 0,1 mmol·L-1. Observa-se uma 
leve melhora dos sintomas visuais das plantas que foram tratadas com S-nitroso-MSA livre 
concentração de 0,1 mmol·L-1, pois as mesmas exibiram um melhor aspecto quando 
comparadas às plantas que receberam a concentração de 0,05 mmol·L-1 do doador de NO 
livre. As Figuras V.1 E e V.1 F mostram as plantas submetidas ao estresse salino e tratadas 
com a rega de S-nitroso-MSA-CS NPs nas concentrações de concentrações de 0,05 e 0,1 
mmol·L-1. É possível notar que ambos os tratamentos exibiram uma melhora nos sintomas 
visuais do estresse salino quando comparadas ao tratamento com as formulações sem a 
presença das S-nitroso-MSA CS NPs.  
A análise dos sintomas visuais indica que a utilização das S-nitroso-MSA-CS NPs 
para a liberação controlada de NO resultou em uma melhora significativa do aspecto visual 
das plantas, em relação a essa mesma concentração de doador livre. Esse resultado indica 
que a incorporação de doadores de NO em CS NPs aumenta a resistência de plantas sob 
estresse abiótico.  
A Tabela V.1 apresenta os resultados referentes às taxas de crescimento relativo das 
raízes e da parte aérea das plantas de milho em cada tratamento. Os resultados mostram 
que as plantas tratadas com NaCl apresentaram uma diminuição na taxa de crescimento das 
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raízes e da parte aérea em relação ao controle, tanto em termos de massa seca, quanto de 
massa fresca, indicando que as plantas estavam sob estresse abiótico. 
Os dados da TCR das raízes em termos de massa fresca mostram que as plantas que 
foram submetidas ao estresse salino e ao tratamento com a rega de S-nitroso-MSA-CS NPs 
na concentração de 0,05 mmol·L-1 tiveram um aumento no crescimento das raízes em 
relação às plantas que foram tratadas somente com NaCl. A mesma concentração de S-
nitroso-MSA livre não foi eficiente para recuperar o crescimento das plantas. Esse 
resultado indica que a eficácia do doador de NO é maior quando o mesmo é incorporado 
na nanopartícula.  
Na TCR da parte aérea (massa fresca), o tratamento das plantas com a rega de S-
nitroso-MSA-CS NPs a 0,05 mmol·L-1 resultou em um aumento na taxa de crescimento 
relativo em relação às plantas tratadas com NaCl, apesar desse crescimento não ter sido 
completamente recuperado ao ponto de se igualar ao das plantas controle. Em comparação, 
o S-nitroso-MSA livre na mesma concentração não apresentou efeito significativo no 
crescimento da parte aérea das plantas de milho. 
Figura IV.1: Sintomas visuais de plantas de milho sob efeito de estresse abiótico 
(salinidade) e seus respectivos tratamentos com soluções de S-nitroso-MSA-CS NPs (0,05 
e 0,1 mmol·L-1) e S-nitroso-MSA livre (0,05 e 0,1 mmol·L-1). A: Controle; B: Sal (NaCl); 
C: NaCl + S-nitroso-MSA 0,05 mmol·L-1; D: NaCl +  S-nitroso-MSA 0,1 mmol·L-1; E: 
NaCl + S-nitroso-MSA-CS NPs 0,05 mmol·L-1; f: NaCl + S-nitroso-MSA-CS NPs 0,1 
mmol·L-1 (Adaptado de Oliveira et al. 2016). 
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O tratamento de plantas submetidas ao estresse salino com a rega de S-nitroso-MSA-
CS NPs a 0,05 mmol·L-1 foi suficiente para manter a taxa de crescimento das raízes das 
plantas semelhante ao controle, protegendo as plantas contra os efeitos deletérios do NaCl. 
Quanto à TCR da parte aérea (massa seca), nenhum dos tratamentos com NO levou à 
alteração desse parâmetro em plantas submetidas ao estresse salino. 
 
Tabela IV.1: Taxa de Crescimento Relativo (TCR em mg·g-1·dia-1) referente as massas 
frescas e secas de duas regiõs da planta de milho, a raiz e a parte aérea, submetidas ao 
estresse salino e tratadas com a rega de S-nitroso-MSA livre (0,05 e 0,1 mmol·L-1) e S-
nitroso-MSA-CS NPs (0,05 e 0,1 mmol·L-1). O grupo controle foi irrigado com água. Os 
resultados são expressos como média ± erro padrão (n = 16). Letras diferentes em cada 
coluna indicam valores significativamente diferentes de acordo com uma ANOVA de um 
fator seguida pelo teste de Tukey (P < 0,05) (Adaptado de Oliveira et al. 2016). 
 
 
As Figuras V.2 A e B mostram o conteúdo de RSNOs e nitrito, respectivamente, 
avaliado nas folhas das plantas de milho. As plantas submetidas ao estresse salino e tratadas 
com a rega de S-nitroso-MSA-CS NPs na concentração de 0,05 mmol·L-1 apresentaram um 
maior conteúdo de RSNOs nas folhas, em comparação com as plantas tratadas com S-
nitroso-MSA livre, na mesma concentração.  
Essa tendência também foi observada na concentração de 0,1 mmol·L-1, o tratamento 
de S-nitroso-MSA-CS NPs induziu maior conteúdo de RSNOs do que o tratamento com a 
rega de S-nitroso-MSA livre, na mesma concentração. O conteúdo de RSNOs tem sido 
utilizado como um marcador da bioaviabilidade do NO (WU et al., 2015). O conteúdo de 














Controle 59,7 ± 5,7 a 42,3 ± 6,0 a 113,3 ± 6,1a 34,6 ± 5,4 a 
NaCl 22,0 ± 6,1 b -42,4 ± 7,8 c 70,5 ± 8,0 b 5,2 ± 9,0 b 
NaCl +  
S-nitroso-MSA 0,05 mmol·L-1 
15,1 ± 8,9 b -53,2 ± 5,7 c 71,5 ± 14,9 b 0,6 ± 6,1 b 
NaCl +  
S-nitroso-MSA 0,1 mmol·L-1 
59,2 ± 6,6 a -9,4 ± 4,5 b 112,2 ± 9,8 a -2,1 ± 5,9 b 
NaCl +  
S-nitroso-MSA-CS NPs 0,05 mmol·L-1 
59,1 ± 4,4 a -13,0 ± 5,4 b 100,3 ± 4,8 ab -1,8 ± 4,5 b 
NaCl +  
S-nitroso-MSA-CS NPs 0,1 mmol·L-1 
33,8 ± 6,7 ab -2,6 ± 7,6 b 61,2 ± 10,6 b -9,4 ± 6,9 b 
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diferença estatística entre os diferentes grupos administrados (Figura V.2 B), dessa forma, 
os principais efeitos anatômicos e da taxa de crescimentos observados nas plantas de milho 
estão relacionados com a presença de RSNOs.  
Considerando que a análise das folhas foi realizada 3 dias após o último dia de 
tratamento com as formulações, o aumento do conteúdo de RSNOs nas folhas indica uma 
liberação controlada do NO in vivo. Resultados semelhantes foram observados na 
literatura, Viswanath e coautores observaram o efeito da administração do doador de NO 
após 7 dias do tratamento em plantas de painço (Eleusine coracana L.), esse estudo utilizou 
as plantas expostas ao estresse oxidativo, devido ao aumento da concentração de níquel, e 
mostrou que administração de nitroprussiato de sódio (NTS) e ácido salicílico conseguem 
proteger a plantas dos efeitos deletérios do estresse oxidativo (Viswanath et al., 2016). 
Figura IV.2: Análise comparativa do conteúdo foliar das plantas de milho, observa-se em (A) o 
conteúdo de RSNOs (µmol·g-1) e em (B) o conteúdo de nitrito (NaNO2) (µmol·g
-1) após os seguintes 
tratamentos: controle, planta irrigada com água (azul), estresse salino causado pela irrigação com 
NaCl (preto), NaCl + S-nitroso-MSA (0,05 mmol·L-1) (verde), NaCl + S-nitroso-MSA-CS NPs (0,05 
mmol·L-1) (vermelho), NaCl + S-nitroso-MSA (0,1 mmol·L-1) (verde tracejado) e NaCl + S-nitroso-
MSA-CS NPs (0,1 mmol·L-1) (vermelho tracejado). Em (B) não se observou a presença de NaNO2 
no grupo NaCl + S-nitroso-MSA (0,1 mmol·L-1). Os resultados são expressos como média ± erro 
padrão (n=10). O asterisco (*) indica diferença estatística de acordo com uma ANOVA de uma via 
seguido pelo teste de Tukey (P < 0,005) (Adaptado de Oliveira et al. 2016).  
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 A Figura V.2A mostra que o tratamento das plantas com S-nitroso-MSA (livre ou 
encapsulado) na concentração de 0,05 mmol·L-1 induziu maior concentração de RSNOs do 
que as plantas tratadas com o S-nitroso-MSA (livre ou encapsulado) na concentração de 
0,1 mmol·L-1. Esse resultado pode ser atribuído ao equilíbrio entre o NO e o S-NO. A 
enzima S-nitrosoglutationa redutase (GSNOR) tem sido relacionada com a modulação da 
quantidade de RSNOs em plantas e é considerada o maior agente na regulação dos níveis 
de RSNOs nas plantas (SALGADO et al., 2013). Essa enzima catalisada a redução de 
GSNO de maneira dependente de NADH e a atividade da GSNOR pode modular o 
equilíbrio entre a nitrosação/denitrosação. Nesse contexto, uma dosagem excessiva de 
RSNOs está provavelmente relacionada com inibição da GSNOR. Nossos resultados estão 
de acordo com a literatura, Kneeshaw et al. 2014 reportaram uma diminuição dependente 
do tempo no conteúdo de S-nitrosoproteínas em plantas tratadas com S-nitroso-cisteína 
(KNEESHAW et al., 2014) e Ziogas et al. 2015 observaram que a atividade da GSNOR 
em folhas e raízes é modulada pelo tratamento com o doador de NO (ZIOGAS et al., 2015). 
Dessa forma, as análises dos sintomas visuais e da taxa de crescimento das raízes e 
partes aéreas das plantas sob estresse salino indicam que a utilização das S-nitroso-MSA-
CS NPs para a liberação controlada de NO na menor concentração testada (ou seja, 0,05 
mmol·L-1) resultou em uma melhora significativa dos efeitos do estresse abiótico causado 
pelo aumento de salinidade. Ainda, observou-se que o conteúdo de RSNOs apresenta um 
papel importante mediando esses efeitos, próximos estudos objetivarão esclarecer o 
equilíbrio entre NO e S-NO após a administração de doadores de NO em diferentes 
concentrações e avaliar se a via de administração, irrigação ou pulverização nas plantas, 






1. As nanopartículas de quitosana foram sintetizadas e a sua formação foi 
caracterizadas utilizando técnicas de espalhamento de luz e microscopias. Ainda, 
as nanopartículas mostraram alta eficiência de encapsulamento das moléculas 
doadoras de NO, S-nitroso-MSA e GSNO.  
 
2. A formulação do hidrogel de Pluronic F-127 contendo a GSNO e as nanopartículas 
de quitosana conseguiram modular a cinética de liberação de NO, sendo materiais 
versáteis para diversas aplicações biomédicas. 
 
3. A mistura de CS NPs e PL se destaca para aplicações dermatológicas, por se 
comportar como um semissólido à temperatura ambiente e apresentar uma 
liberação/permeação de NO sustentada. 
 
4. A GSNO liberada a partir da GSNO-CS NPs não foi capaz de permear a membrana 
do sistema de difusão vertical devido a sua hidrofobicidade.  
 
5. O mecanismo de liberação da GSNO a partir das nanopartículas, do hidrogel de PL 
e ambos é determinada majoritariamente pela difusão fickiana. 
 
6. O NO liberado a partir da GSNO-CS NPs foi capaz de permear a pele humana e 
aumentar os níveis de NO na epiderme, esse resultado demonstra o grande potencial 
que os materiais têm como veículos para a liberação de NO livre.  
 
7. A ação citotóxica do grupo S-nitroso-MSA-CS NPs demonstrou seletividade 
quanto às células tumorais, sendo uma abordagem promissora para o tratamento 
oncológico, com enfoque no câncer de pele.  
 
8. O tratamento de nanopartículas de quitosana contendo S-nitroso-MSA mitigou 
efeitos negativos de plantas expostas a estresse hídrico e se destacam como 
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